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Resumo  
Objetivo. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito microbiocida dos biocidas 
clorexidina, triclosan, PVP-I e cloreto de benzalcônio contra clones bacterianos 
resistentes disseminados no território brasileiro. Métodos. O efeito microbiocida do 
gluconato de clorexidina (nas concentrações de 0,2 e 2%), PVP-I (0,5 e 1%), 
cloreto de benzalcônio (5 e 10%) e triclosan (0,2 e 0,5%) foi avaliado contra duas 
amostras de Staphylococcus aureus (MRSA - SCCmec tipos III e IVc); uma 
amostra de E. faecalis resistente a vancomicina (VRE; vanA); uma amostra de P. 
aeruginosa produtora de SPM-1; uma amostra de A. baumannii resistente a 
polimixina e uma amostra de K. pneumoniae produtora de IMP-1. Os testes foram 
realizados de acordo com "European Standard EN1040 - Quantitative Suspension 
Test". O neutralizador utilizado também foi preparado de acordo com a 
padronização EN 1040. Biocidas foram inativados após um minuto e cinco minutos 
de contato com as amostras testadas. O biocida que demonstrou redução ≥ 5 log 
no número de UFC/mL foi considerado ativo. As cepas S. aureus ATCC 6538 e P. 
aeruginosa ATCC 15442 foram utilizadas como controle de qualidade do teste. A 
relação genética dos isolados que apresentaram redução de sensibilidade aos 
biocidas testados foi confirmada pela técnica de eletroforese em campo pulsado. 
Resultados. O gluconato de clorexidina e PVP-I apresentaram redução ≥ cinco log 
no número de UFC/ml na concentração de 2%. O cloreto de benzalcônio não 
apresentou efeito microbiocida na concentração de 5% para as amostras de S. 
aureus ATCC 6538, S. aureus Sccmec IVc, A. baumannii, K. pneumoniae e P. 
aeruginosa P10093 e ATCC 15442. Na concentração de 10% apresentou efeito 
microbiocida contra quase todas as amostras do teste, exceto S. aureus ATCC 
6538, P. aeruginosa P10093 e K. pneumoniae. Triclosan apresentou atividade 
contra as amostras Gram positivas, com exceção da amostra de E. faecalis na 
concentração de 0,2%, entretanto para as amostras de P. aeruginosa, A. baumanii 
e K. pneumoniae não foi efetivo. Conclusão. PVP-I e clorexidina foram os agentes 
mais ativos contra os clones bacterianos multirresistentes. Em contraste, triclosan 
não apresentou efeito microbiocida contra isolados clínicos Gram negativos. A 
correlação da resistência entre antibióticos e biocidas ainda é pouco esclarecida e 
pode ser mediada por diversos mecanismos. Estudos adicionais nesse tema são 
extremamente importantes para determinar a importância epidemiológica dos 
nossos achados. 
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1. INTRODUÇÃO 
Antissépticos e desinfetantes vêm sendo utilizados há um longo tempo. 
Em meados do Século XIX, Ignaz Semmelweis instituiu a desinfecção das 
mãos de médicos com solução clorada para prevenir a febre puerperal em 
clínicas obstétricas, fornecendo evidências científicas para justificar a utilização 
de biocidas no ambiente hospitalar (1). Desde então, vários compostos foram 
utilizados na prevenção de infecções bacterianas. Em instituições de 
assistência à saúde, são empregados, por exemplo, na desinfecção de 
superfícies rígidas e na assepsia tópica, sendo essenciais nas medidas de 
controle e prevenção de infecções relacionadas à assistência à saúde (2). Uma 
ampla variedade de agentes químicos, ou “biocidas”, pode compor o princípio 
ativo destes produtos, como, por exemplo, o iodo, utilizado para a limpeza de 
feridas e o álcool utilizado para antissepsia das mãos. O uso dos compostos 
quaternários de amônio como biocidas foi iniciado na década de 30. Um pouco 
mais tarde vários outros agentes foram introduzidos, como álcoois e fenólicos, 
formaldeído e peróxido de hidrogênio, e posteriormente, bisguanidas, 
iodoforos, bisfenóis, aldeídos, diamidinas, isocianuretos, isotiazolonas e ácido 
peracético. Hoje, esses produtos são constantemente utilizados com o intuito 
de prevenir infecção e impedir a disseminação de patógenos nosocomiais (3). 
Apesar disso, pouco se sabe sobre o mecanismo de ação antimicrobiana 
desses agentes. 
Além de serem amplamente utilizados em instituições de saúde, são 
também muito utilizados pelas indústrias e também como produtos 
domissanitários. Entende-se por saneante domissanitário substâncias 
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destinadas à higienização e desinfecção domiciliar, em ambientes coletivos ou 
públicos. Perencevich e colaboradores demonstraram que o triclosan estava 
presente em 76% dos sabonetes líquidos e em 29% dos sabonetes em barra 
vendidos nos Estados Unidos (4). Além disso, houve um aumento acentuado 
no uso destes saneantes na descontaminação de alimentos para prevenir as 
infecções veiculadas por água e alimentos. Nos Estados Unidos, estima-se que 
a ingestão de alimentos contaminados cause 76 milhões de doenças, 325 mil 
hospitalizações e cinco mil mortes por ano (5). 
A perda de sensibilidade aos biocidas foi descrita inicialmente na década 
de 50 e 60, porém a resistência a desinfetantes, como, peróxido de hidrogênio, 
glutaraldeído, cloro e álcool nas concentrações de uso em desinfecção ainda 
não foi descrita. Os biocidas catiônicos (compostos quaternários de amônio - 
QACs, clorexidina, diamidinas e acridinas) e o triclosan são os mais utilizados 
no ambiente hospitalar e têm sido associados a possíveis causas de seleção e 
persistência de amostras bacterianas com sensibilidade reduzida a antibióticos 
(6). Há relatos que associam o surgimento dos determinantes de resistência 
qacA e qacB em isolados clínicos de Staphylococcus aureus ao uso de 
biocidas catiônicos (7). 
Estudos laboratoriais nesse segmento são extremamente importantes 
para avaliar os mecanismos básicos de ação e de perda de sensibilidade aos 
agentes antibacterianos. O entendimento desses achados em ambientes 
clínicos e ambientais podem fornecer evidências da possível relação entre o 
uso dos biocidas e o surgimento da resistência aos antibióticos. Esses temas 
são complexos e merecem grande atenção já que infecções relacionadas à 
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assistência à saúde representam um dos principais motivos da morbi-
mortalidade em pacientes hospitalizados. 
Com esse trabalho pretendemos avaliar se os clones bacterianos 
multirresistentes apresentam redução da sensibilidade ou tolerância aos 
biocidas utilizados no ambiente hospitalar. Por outro lado, pretendemos avaliar 
se uma das razões que justificaria a disseminação de clones bacterianos 
resistentes em vários hospitais brasileiros, não poderia ser consequente à 
redução da sensibilidade dessas amostras aos biocidas, causada pela pressão 
seletiva do uso de antimicrobianos no ambiente hospitalar. 
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1.1 Objetivos 
1.1.1 Objetivo pricipal 
Avaliar a atividade bactericida in vitro de distintos tipos e marcas 
comerciais de biocidas, incluindo, digluconato de clorexidina, cloreto de 
benzalcônio, triclosan e PVP-I (polivinil pirrolidona-iodo) contra clones 
bacterianos multirresistentes disseminados em vários hospitais brasileiros. 
 
1.1.2 Objetivos Específicos 
1. Padronizar a técnica de diluição-neutralização no Laboratório 
ALERTA para determinação da atividade antibacteriana de 
biocidas, de acordo com as recomendações da “European Norm”, 
EN1040. 
 
2. Avaliar a se os clones multirresistentes disseminados em 
hospitais brasileiros apresentam sensibilidade reduzida aos 
principais biocidas usados no ambiente hospitalar.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Biocidas 
Os biocidas, também chamados germicidas, incluem substâncias 
químicas que apresentam atividade antisséptica, desinfetante e esterilizante. 
São empregados tanto em objetos inanimados como na pele, para prevenir ou 
limitar infecções microbianas. Alguns agentes são antissépticos e desinfetantes 
como, por exemplo, a clorexidina e os compostos quaternários de amônio 
(QACs); já outros como o glutaraldeído são empregados apenas como 
desinfetantes (8).  
A atividade de um agente biocida pode ser diminuída por diversos 
fatores, notavelmente, a concentração, o tempo de contato, o pH, a 
temperatura e a presença de matéria orgânica; e naturalmente, o número, a 
localização topográfica e o tipo de organismo envolvido, bactéria, esporo, 
fungos leveduriformes ou filamentosos, protozoários, príons, ou vírus (9). 
A concentração é o principal fator a ser considerado na atividade de um 
biocida, pois é diretamente proporcional ao número de alvos atingidos na célula 
bacteriana (10). A concentração expoente mensura o efeito da atividade do 
agente após sua diluição, ou seja, biocidas com alto valor de concentração 
expoente, como fenóis e alcoóis, perdem atividade rapidamente quando 
diluídos, enquanto que os biocidas com baixo valor expoente, como os QACs, 
clorexidina e glutaraldeído continuam ativos mesmo após serem diluídos (11). 
Esta diferença é importante quando se estima a atividade microbiocida em 
ambientes hospitalares, onde resíduos de biocidas podem permanecer em 
superfícies após sua utilização. Os biocidas, geralmente, são mais eficazes 
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dentro de uma faixa ótima de pH. O glutaraldeído e os biocidas catiônicos 
(clorexidina e QACs) são mais ativos em pH alcalino, enquanto que os 
hipocloritos e os fenóis são mais potentes em pH ácido (12; 13). 
2.1.1 Mecanismo de Ação dos Biocidas 
Existe uma diferença fundamental entre o mecanismo de ação dos 
biocidas e dos antibióticos. Antibióticos são alvo-específicos apresentando, 
geralmente, um único alvo na célula bacteriana. Em contraste, os biocidas são 
considerados antimicrobianos não específicos devido a seus múltiplos alvos de 
ação (14). Esses alvos são concentração-dependente (Tabela 1), ou seja, 
quanto maior a concentração do biocida em uso, maior é o número de alvos 
intracelulares afetados, maior sua potência e, consequentemente, maior a sua 
toxicidade (15; 16). 
 
Tabela 1. Mecanismos de ação antibacteriana dos antissépticos e desinfetantes 
Antisséptico ou  
desinfetante 
Alvo Mecanismo de ação 
Clorexidina Membrana citoplásmatica Em baixas concentrações afeta a integridade  
  
da membrana. Em altas concentrações causa  
    precipitação das proteínas e ácidos núcleicos. 
Bisfenóis (triclosan) Membrana citoplásmatica Afeta a estrutura e a função da membrana  
    devido à inibição da proteína FabI. 
Halogênios (Iodo) Efeitos no DNA Penetra rapidamente nos microrganismos, 
  
atacando grupamentos proteícos e causando  
    a inibição da síntese de DNA. 
QACs Membrana citoplásmatica Danos generalizados à membrana celular 
    envolvendo a bicamada lipídica. 
Adaptado de McDonnell e Russell (1999) 
2.1.2 Clorexidina 
A clorexidina é um antisséptico tópico que tem sido utilizada desde 1954 
para prevenir ou limitar infecções bacterianas, tanto em adultos como em 
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crianças. Trata-se de uma bisguanida catiônica que se à liga a parede celular 
carregada negativamente e altera o equilíbrio celular osmótico. Em baixas 
concentrações, a clorexidina afeta a integridade da membrana e, em altas 
concentrações, ela precipita o conteúdo citoplasmático resultando em morte 
celular. A entrada de clorexidina na célula bacteriana ocorre rapidamente e é 
dependente da concentração e do pH (17). 
 
 
 
Figura 1. Estrutura química da Clorexidina 
 
O gluconato de clorexidina é solúvel em água e é disponível 
comercialmente em concentrações que variam de 0,5% a 4%, sendo que 
algumas formulações podem apresentar álcool isopropílico ou etanol. A 
solução de clorexidina 0,5% apresenta amplo espectro de atividade contra 
bactérias Gram positivas e Gram negativas, aeróbios e anaeróbios facultativos, 
leveduras e alguns vírus lipídicos que possuem envelope, incluíndo o HIV. Em 
contrapartida, apesar de não apresentar atividade contra esporos bacterianos, 
previne que formas vegetativas se esporulem. Embora o uso de clorexidina 
apresente diversas vantagens, a sua atividade é dependente de pH e é 
drasticamente reduzida na presença de matéria orgânica (18). 
Entre os biocidas, é provavelmente o mais utilizado, apresentando 
segurança e eficácia em diversas aplicações, seja em soluções para lavagem 
das mãos, na antissepsia da pele para procedimentos cirúrgicos, antissepsia 
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vaginal, produtos orais, no banho de neonatos para previnir sepse, além de seu 
amplo uso como desinfetante (19; 20). 
2.1.3 Triclosan 
O triclosan (2,4,4’-tricloro-2’-hidroxidifenileter) é o membro mais potente 
pertencente à classe dos bisfenóis e, desde 1960, é comercializado como 
agente “antibacteriano” em muitos produtos de higiene pessoal, principalmente 
sabonetes. Trata-se de um composto sintético, não-iônico e de amplo espectro 
de ação antimicrobiana (21; 22). 
 
 
Figura 2. Estrutura química do Triclosan 
 
Seu mecanismo de ação é variável, sendo bacteriostático em baixas 
concentrações e bactericida em altas concentrações. O triclosan age de 
maneira não-específica afetando a estrutura e a função da membrana celular, 
atuando na inibição de FabI, o qual é uma proteína carreadora essencial na 
síntese de ácidos graxos (23). Este composto possui amplo espectro de 
atividade, ou seja, contra vírus, fungos e a maioria das bactérias Gram 
positivas e Gram negativas. Em contrapartida, não apresenta atividade sobre 
P. aeruginosa e Serratia marcescens (24; 25). A maior quantidade de lipídeos 
na parede de P. aeruginosa é associada à tolerância ao triclosan. Além disso, 
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já foi relatado que o triclosan é um substrato do sistema de efluxo MexAB-
OprM, MexCD-OprJ e MexJK, presentes em P. aeruginosa (26) (27). 
Um estudo conduzido por Meincke, em 1980, demonstrou que os 
lipídeos da parede celular de S. aureus, de Escherichia coli e de P. aeruginosa 
absorviam o triclosan por difusão, e sugeriu que a resistência ao triclosan 
poderia ser diretamente proporcional ao conteúdo lipídico da parede bacteriana 
(28).  
O triclosan está presente na formulação de diversos produtos de 
consumo relacionados aos cuidados da saúde e em produtos hospitalares, 
como sabonetes, desodorantes, loções hidratantes, cremes dentais, 
enxaguatórios bucais, esfregões, cortinas e lençóis hospitalares (29). Por ser 
um composto quimicamente estável, pode ser aquecido a temperaturas de até 
200oC por duas horas. Essa estabilidade termal faz dele um produto utilizado 
na incorporação de vários materiais plásticos reforçados utilizados tanto em 
ambientes domiciliares como em instituições de saúde, como, por exemplo, 
brinquedos, cabos de escova dental e cortadores de pizza (30). Pesquisas em 
bases de dados (google.com/patents) revelam uma quantidade enorme de 
pedidos de patentes relacionadas ao uso de triclosan. Os materiais 
impregnados variam muito, desde concreto até bolas de boliche com insertos 
para os dedos impregnados com triclosan. No Brasil, estes produtos são 
distribuídos sob a marca Microban® 
2.1.4 Cloreto de Benzalcônio 
Substâncias surfactantes ou agente de atividade superficial (“surface-
active agents”) possuem em sua estrutura duas regiões, uma hidrofóbica e 
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outra hidrofílica ou polar. Dependendo da carga ou da ausência de ionização 
da região hidrofílica os surfactantes são classificados em compostos catiônicos, 
aniônicos, não-iônicos ou anfotéricos. Dentre esses, os compostos 
quaternários de amônio (QACs) são os agentes catiônicos. 
 
 
 
 
Figura 3. Estrutura química do Cloreto de Benzalcônio. 
 
Os QACs são agentes que atuam na membrana citoplásmatica 
bacteriana. De acordo com Salton e colaboradores ocorre a seguinte série de 
eventos a um organismo exposto aos agents catiônicos: (i) absorção e 
penetração do agente na parede celular; (ii) reação com lipídeos e proteínas da 
membrana citoplasmática seguida da desorganização da membrana; (iii) 
extravasamento do conteúdo celular de baixo peso molecular; (iv) degradação 
de proteínas e ácidos nucléicos; (v) lise celular causada por enzimas 
autolíticas. Deste modo ocorre perda da organização estrutural e integridade da 
membrana citoplasmática juntamente com outros efeitos deletérios à célula 
bacteriana. Por serem compostos catiônicos esses produtos se ligam 
fortemente a superfícies sujas as quais são carregadas negativamente (31; 32). 
Em relação ao uso, os QACs são muito utilizados como antissépticos e 
desinfetantes. São empregados em ambientes clínicos na antissepsia da pele 
no pré-operatório, desinfecção de superfícies não-críticas, desodorização e 
limpeza. De acordo com relatórios da indústria química, em 2005 utilizou-se 
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1,97 milhões de toneladas desses produtos no mundo inteiro. São utilizados 
também como emulsificadores e aditivos. Nos produtos domissanitários, estão 
presentes na formulação de amaciantes, condicionadores de cabelo e também 
em alguns pesticidas. (33; 34). 
2.1.5 PVP-I 
O polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I) é um biocida halógeno pertencente à 
mesma classe do cloro (compostos halogênios); porém, o PVP-I é menos ativo. 
Similar ao cloro, a atividade antimicrobiana do PVP-I é rápida, mesmo em 
baixas concentrações, mas seu exato modo de ação ainda é desconhecido 
(35). O PVP-I penetra rapidamente nos microrganismos e ataca grupamentos 
protéicos, os aminoácidos cisteína e metionina, nucleotídeos e ácidos graxos, 
culminando na morte celular. Apresenta rápida ação bactericida, fungicida, 
tuberculicida, virucida e esporicida. (36; 37). 
O PVP-I está entre os antissépticos mais utilizados na prática clínica. 
Embora soluções a base de iodo, aquosas ou alcoólicas, sejam usadas há 
mais de 150 anos, são associadas à alergia e irritação da pele e, ainda, há a 
inconveniência de alterarem a coloração na pele. 
2.1.6 Teste de sensibilidade e tolerância aos biocidas 
Existem muitas diferenças entre o teste de sensibilidade aos biocidas e 
aos antibióticos. No caso dos antibióticos, o principal objetivo do teste de 
sensibilidade é predizer a chance de sucesso ou falha terapêutica no uso de 
determinada droga antimicrobiana para o tratamento de uma infecção 
bacteriana. A concentração inibitória mínima (CIM) é o parâmetro fundamental 
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e constitui a base para muitos testes de sensibilidade a antimicrobianos (38). A 
categorização de uma amostra como sensível prediz a chance de sucesso 
terapêutico e evolução favorável com o antibiótico escolhido, na dose 
recomendada de acordo com a amostra testada e o sítio de infecção (39). Os 
pontos de corte de um determinado antimicrobiano, que são utilizados como 
referência para os testes de sensibilidade, são baseados principalmente na 
distribuição da CIM em uma população bacteriana selvagem, nos parâmetros 
de farmacocinética e farmacodinâmica, nos resultados de modelos de infecção 
em animais e, posteriormente, de ensaios clínicos com seres humanos. 
Inúmeras variáveis podem comprometer o teste de sensibilidade, como, por 
exemplo, a composição do meio, o inóculo, o tempo de incubação e a 
temperatura. 
Os métodos usados para avaliar a sensibilidade bacteriana aos 
antibióticos podem levar a conclusões inapropriadas se aplicados à avaliação 
da sensibilidade aos biocidas (40). Biocidas utilizados como antissépticos e, 
especialmente desinfetantes são usados, na prática, em concentrações muito 
altas, com exceção do triclosan Vs. P. aeruginosa. Neste caso, as amostras de 
P. aeruginosa apresentam CIM para triclosan próximas às concentrações 
normalmente atingidas. Apesar de alguns autores classificarem os 
microrganismos que apresentam altas CIMs a um biocida como “resistentes”; 
em contraste ao que ocorre com os antibióticos, esse termo não é propício 
quando se avalia a atividade de um biocida. O termo correto seria 
“sensibilidade reduzida” ou “tolerância aumentada”, pois apesar de ser 
observado um aumento na CIM, o biocida é ativo na concentração de uso (41; 
42). De acordo com Heinzel, nos casos onde houve falha do antisséptico em 
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eliminar o microrganismo, o biocida foi utilizado de forma incorreta, tal como: i) 
o patógeno exibia resistência intrínseca ao desinfetante utilizado, ii) o produto 
foi aplicado ou havia sido aplicado em condições inadequadas em relação ao 
pH, à concentração, à temperatura ou à duração da exposição, iii) havia 
presença de matéria orgânica que deveria ter sido removida pela limpeza que 
devia anteceder a desinfecção e iv) o tempo de contato havia sido insuficiente 
com a superfície a ser tratada (43). 
Os testes para avaliar efeito microbiocida e os fatores que afetam a 
atividade desses agentes devem ser realizados em laboratório, sob condições 
adequadas e simuladas, de acordo com as intenções de uso. Como 
mencionado acima, os biocidas são utilizados em concentrações muito altas. 
Para detectar o efeito microbiocida de um biocida é necessário realizar um 
teste mais específico e dinâmico, como o teste de fase 1 EN1040, o qual é 
preconizado pela norma européia (44). Esse teste baseia-se em expor uma 
suspensão bacteriana ao desinfetante seguido da neutralização do biocida. 
Uma redução da contagem de colônias em 5 log10 dos microrganismos viáveis 
é o critério utilizado para afirmar que o biocida apresenta efeito micobiocida 
(45). É muito importante neutralizar o biocida no tempo de contato determinado 
para evitar que a atividade antimicrobiana do biocida seja superestimada. 
Diversos trabalhos realizam o teste de sensibilidade aos biocidas pela técnica 
de microdiluição em caldo e também por diluição em ágar, o que implica em 
não neutralizar o biocida testado (46-48). 
As padronizações da norma européia são classificadas em fase1, fase 2 
e fase 3. Na fase 1, os testes de suspensão são realizados para avaliar a 
atividade bactericida básica dos agentes, enquanto que na fase 2, dividida em 
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dois passos, os testes simulam as condições práticas. O passo 1 da fase 2 é 
semelhante à fase 1; porém, com uma variação maior dos microrganismos 
testados. No segundo passo da fase 2, os testes simulam as condições 
práticas ao uso do desinfetante. Na fase 3, são realizados os testes de campo 
sob as condições práticas de uso e as condições do teste não são 
estabelecidas ou padronizadas. 
2.1.7 Mecanismos de resistência aos biocidas 
Patógenos de grande importância clínica, como MRSA, Enterococcus 
spp. resistente à vancomicina, apresentam um perfil de sensibilidade 
diferenciado sendo, geralmente, resistentes a diversas classes de 
antimicrobianos (49). Como acontece com os antibióticos os mecanismos de 
resistências aos biocidas podem ser intrínsecos ou adquiridos. Além disso, os 
microrganismos exibem uma ampla variação na resistência intrínseca aos 
desinfetantes (50). Essa hierarquia pode ser apresentada por um esquema 
geral (Tabela 2); porém, a resistência relativa de microrganismos pode variar 
dependendo da classe específica do desinfetante. Os príons são os agentes 
mais resistentes aos germicidas e não são inativados por nenhum desinfetante 
de alto-nível. Cistos de coccídeos (Cryptosporidium parvum) são também 
resistentes a muitos desifentantes de alto-nível usados em dispositivos 
médicos (51). 
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Tabela 2 – Hierarquia descendente da resistência relativa aos germicidas entre diferentes 
classes microbianas 
Microrganismos 
Príons 
Esporos bacterianos (Bacillus atrophaeus) 
Coccidios (Cryptosporidium spp.) 
Micobactérias (Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium terrae) 
Cistos (Giardia lamblia) 
Vírus não-lipídicos (poliovirus, coxsackievírus) 
Fungos (Aspergillus spp. e Candida spp.) 
Bactérias vegetativas (Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) 
Vírus lipídicos ou vírus médios(HIVa, herpesvirus, vírus da hepatite B) 
Adaptado de Mailard (2002.) 
a - HIV - Vírus da imunodeficiência humana. 
 
 
A perda de sensibilidade ou a tolerância bacteriana a um determinado 
biocida pode ser consequência da aquisição de elementos genéticos móveis, 
como, integrons, plasmídeos e transposons. Por exemplo, a resistência de S. 
aureus aos compostos quaternários de amônio, pode ser codificada pelos 
genes qac. Esses genes fazem parte da região conservada 3’ de integrons de 
classe 1. (52). Também pode ocorrer a seleção de fenótipos que 
hiperexpressam sistemas de efluxo, frequentemente relatada em P. aeruginosa 
(53). Populações bacterianas com sensibilidade reduzida aos biocidas podem 
surgir na prática, mas usualmente indicam capacidade de adaptação e 
sobrevivência em um ambiente adverso que altera sua condição 
constantemente. Nesses casos, o crescimento bacteriano é limitado e a 
sensibilidade aos biocidas pode ser restabelecida, quando este agente é 
retirado, pois foi retirada também a pressão seletiva (54). 
Os integrons de classe 1 são elementos genéticos que possuem, em 
cada uma de suas extremidades, seqüências conservadas (conserved 
sequence - CS). A extremidade 5’, ou 5’-CS, é composta por; (i) um gene intI1 
que codifica uma integrase de classe 1, responsável pela integração e excisão 
de genes cassetes, (ii) um sítio de recombinação attI1, onde os genes cassetes 
> resistência 
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são preferencialmente integrados e (iii) um promotor, que regula a expressão 
dos genes cassetes que estarão localizados entre as duas CS. A extremidade 
3’ (3’-CS) é geralmente composta de um gene qacE∆1 conjugado a um gene 
sul1, sendo que estes genes codificam resistência para compostos de amônio 
quaternário e sulfonamidas, respectivamente (55; 56). Portanto, os integrons de 
classe 1 são capazes de inserir e excluir genes cassetes, os quais em sua 
grande maioria conferem resistência bacteriana a diferentes classes de 
antimicrobianos, demonstrando assim como pode existir a resistência cruzada 
entre biocidas e antimicrobianos. 
Bactérias podem usufruir de um único mecanismo para desenvolver 
resistência a antibióticos e aumentar a sua tolerância aos biocidas. 
Particularmente, bombas de efluxo podem ejetar da célula bacteriana uma 
ampla variedade de substratos e, notavelmente, são mais efetivas quando 
combinadas com outros mecanismos de resistência, pois previnem que 
agentes químicos atinjam concentrações letais dentro do alvo hospedeiro. 
O amplo uso de produtos antissépticos e desinfetantes gerou 
especulação a respeito do desenvolvimento de resistência microbiana, 
particularmente, resistência cruzada a antibióticos (40). Diversos estudos 
explorando o uso dos biocidas e a resistência a esses compostos e aos 
antibióticos em ambientes naturais têm sido realizados. Esses estudos não 
relatam grande diferença no perfil de sensibilidade das amostras ambientais 
em relação às amostras hospitalares. Quando utilizados corretamente, os 
biocidas têm importante papel no controle de microrganismos patogênicos. 
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2.2 Desinfecção em instituições de assistência à saúde 
Desinfecção e antissepsia são pontos críticos a serem considerados na 
prevenção e para o controle de infecções causadas por patógenos de 
importância clínica. São definidos como antissépticos, formulações contendo 
um agente germicida, microbiocida ou bactericida seguros para aplicação em 
organismos vivos, podendo ser utilizados na limpeza das mãos, por exemplo. 
Ao contrário dos antissépticos, os desinfetantes são formulações utilizadas em 
superfícies inertes ou artigos para destruir microrganismos patogênicos em 
tempos de contato específicos. Os desinfetantes não possuem atividade contra 
esporos bacterianos ou fúngicos (57). Baseado no dicionário de termos da 
ANVISA (Agencia Nacional de Vigilância Sanitária) assepsia é o conjunto de 
medidas adotadas para impedir a introdução de agentes patogênicos no 
organismo enquanto antissepsia consiste na utilização de produtos 
(microbicidas ou microbiostáticos) sobre a pele ou mucosa com o objetivo de 
reduzir os microorganismo em sua superfície (www.anvisa.gov.br/). 
Spaulding (1968) propôs um esquema para a desinfecção de objetos 
utilizados no ambiente hospitalar, classificando-os em: artigos críticos, semi 
críticos e não críticos. 
i) Artigos críticos: são os dispositivos que penetram na pele e na 
mucosa, atingindo tecidos subepiteliais e sistema vascular, 
bem como todos os que estejam diretamente conectados com 
esse sistema. Necessariamente, estes artigos devem ser 
esterilizados antes do uso. Nessa categoria estão incluídos 
instrumentos cirúrgicos, cateteres cardíacos e sondas urinárias, 
implantes, agulhas etc. 
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ii) Artigos semi-críticos: são todos aqueles que entram em contato 
com pele não-íntegra ou mucosas íntegras. Estes artigos 
requerem desinfecção de alto nível. Nessa categoria estão 
incluídos os equipamentos de anestesia gasosa, terapia 
respiratória, endoscópios etc. 
iii) Artigos não-críticos: são aqueles que entram em contato com a 
pele íntegra do paciente. A pele, em condições fisiológicas, 
funciona como uma barreira de proteção efetiva a alguns 
microrganismos. Requerem desinfecção de baixo nível ou 
apenas limpeza mecânica com água e sabão para remoção de 
matéria orgânica. São exemplos os estetoscópios, 
termômetros, mesas etc. (58). 
A falha na esterilização de um artigo crítico pode levar a graves 
infecções, por exemplo, lentes oculares ou válvulas cardíacas contaminadas 
são relacionadas ao surgimento de infecções nosocomiais (59). Paralelamente, 
a falha na desinfecção de alto nível de um item semi-crítico, como por exemplo, 
o endoscópio, também pode ser responsável por surtos de infecções. Um 
estudo relatou um grande surto causado por contaminação de endoscópios, 
onde a taxa de isolamento de P. aeruginosa em lavado bronco-alveolar saltou 
de 10,4% para 31%. Um total de 414 pacientes foram submetidos à 
broncoscopia durante o surto, e destes, 39 evoluíram com infecção, totalizando 
48 infecções do trato respiratório e da corrente sanguínea (60; 61). 
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2.3 Infecções relacionadas à assistência à saúde em hospitais brasileiros 
Infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) continuam sendo 
uma importante causa de morbi-mortalidade em todo o mundo. Além disso, 
casos de IRAS causadas por patógenos multiressistentes têm se tornando 
cada vez mais freqüente (62). Dentre os agentes etiológicos de IRAS, 
Staphylococcus aureus é o principal patógeno, ocupando o primeiro lugar como 
responsável por infecções de corrente sanguínea no ambiente hospitalar (63; 
64). Na comunidade, frequentemente são responsáveis por infecções em 
pacientes previamente hígidos, causando infecções de pele e partes moles e 
pneumonia necrotizante. (65; 66). Logo após a introdução da meticilina no 
arsenal clínico-terapêutico na década de 60, foram reportados isolados de S. 
aureus que desenvolveram resistência a este antimicrobiano e a outros β-
lactâmicos relacionados. Mais tarde, foi esclarecido que a resistência à 
meticilina era devido à aquisição de elemento genético móvel, chamado 
"staphylococcal chromosomal cassette mec” (SCCmec) (67). Desde então, 
diversos estudos relatam a disseminação de amostras de S. aureus resistentes 
à meticilina (MRSA) em hospitais do mundo inteiro (68-70), demonstrando que 
S. aureus resistentes à meticilina representam um desafio mundial devido ao 
surgimento e à disseminação de clones que apresentam sensibilidade reduzida 
a diversas classes de antibióticos, principalmente à classe dos β-lactâmicos. 
Embora hoje no Brasil observa-se uma diminuição de amostras de 
MRSA SCCmec tipo III, aproximadamente 37% dos isolados clínicos de S. 
aureus são resistentes à meticilina e o clone endêmico brasileiro ainda 
encontra-se disseminado em vários hospitais do país, sendo o responsável por 
um grande número de infecções adquiridas no ambiente hospitalar (71). Além 
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disso, alguns trabalhos relatam que amostras de MRSA possuem uma CIM de 
duas a oito vezes maior para os biocidas catiônicos em relação às amostras 
sensíveis à meticilina (72). 
Bombas de efluxo mediando resistência aos compostos quaternários de 
amônio e biocidas catiônicos têm sido constantemente relatadas em isolados 
clínicos de S. aureus (73). Tais bombas podem ser codificadas pelos genes 
qac, os quais são constituintes de integrons e, na maioria das vezes, são 
carreados por plasmídeos (74). Esses genes codificam bombas 
transportadoras dependentes de próton. Os genes qac têm sido amplamente 
estudados e diversos tipos são conhecidos, dentre eles, qacA, B, G, H e smr, 
que conferem baixo nível de tolerância à biocidas e podem ser associados a 
resistência a antibióticos. Além disso, não foram detectados em amostras 
sensíveis a antissépticos (75). 
Outro importante agente causador de IRAS, também conhecido como 
protótipo de patógeno de sucesso é Pseudomonas aeruginosa, um dos 
microrganismos oportunistas humanos de maior significância clínica. A alta 
capacidade em adaptar-se ao meio ambiente, seu requerimento nutricional 
mínimo e a tolerância à ampla variedade de condições físicas contribui para o 
sucesso ecológico deste patógeno (76-78). 
Estudos recentes confirmam a grande versatilidade e capacidade deste 
microrganismo, e relatam que amostras de P. aeruginosa podem degradar 
gasolina, querosene, óleo diesel e óleo lubrificante (79). Além disso, 
Pseudomonas spp. pode ser útil em processos biotecnológicos, como por 
exemplo, em reações enzimáticas na síntese de compostos envolvidos na 
produção de biodiesel (80; 81). 
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Ocasionalmente, P. aeruginosa causa infecção em indivíduos 
imunocompetentes; porém, no ambiente hospitalar atua como protótipo de 
patógeno oportunista sendo responsável por diversas infecções em pacientes 
imunocomprometidos e, por isso, esta espécie bacteriana assume importante 
papel como agente etiológico de infecções hospitalares (82). Na maioria dos 
casos, o processo infeccioso tem início com algum tipo de alteração ou 
destruição das barreiras físicas, como, por exemplo, a utilização de cateter 
urinário e/ou sonda oro-traqueal, realização de cirurgias, pacientes que 
sofreram queimaduras ou imunossuprimidos. Além disso, outros fatores de 
risco para a aquisição de infecções causadas por P. aeruginosa são a idade 
avançada, a presença de diabetes mellitus, a hospitalização prolongada e o 
uso prévio de antimicrobianos (83). No Brasil, é o principal agente etiológico de 
pneumonia relacionada à assistência à saúde em pacientes em uso de 
assistência ventilatória mecânica(63). 
Todos os possíveis mecanismos de resistência a antimicrobianos já 
foram descritos em P. aeruginosa, como, por exemplo, (i) a alteração do sítio 
alvo da droga; (ii) a produção de enzimas que inativam o antimicrobiano; (iii) a 
perda ou expressão reduzida de proteínas de membrana externa, conhecidas 
como porinas e (iv) a hiperexpressão de bombas de efluxo (84; 85). Esses 
sistemas de efluxo são agrupados em cinco famílias, principalmente, de acordo 
com a homologia da seqüência de aminoácidos que as compõem. Dentre os 
sistemas de efluxo que ejetam antimicrobianos de importância clínica, a família 
RND é a que apresenta maior importância em amostras de P. aeruginosa, 
ejetando da célula bacteriana diversos substratos, como antissépticos, 
desinfetantes, detergentes, antimicrobianos, ácidos graxos, sais biliares, 
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hidrocarbonetos aromáticos, tais como solventes orgânicos, entre outros, 
desempenhando um importante papel na resistência intrínseca e adquirida de 
P. aeruginosa (86). 
Dentre os mecanismos de resistência aos β-lactâmicos presentes em P. 
aeruginosa, a presença de enzimas conhecidas como metalo-β-lactamases 
(MβL) é um dos de maior importância, pois confere fenótipo de resistência a 
todos β-lactâmicos comercialmente disponíveis, sendo a única exceção o 
monobactam, aztreonam (87). As MβLs são β-lactamases pertencentes à 
classe B de Ambler ou a classe 3 de Bush-Jacoby e caracterizam-se por 
necessitarem de íons divalentes, usualmente o zinco como co-fator enzimático 
para atividade catalítica, e por apresentarem resíduos conservados, os quais 
são responsáveis pela interação da enzima com estes íons (88). Estas enzimas 
são inibidas por EDTA ou compostos derivados do ácido tiolático (ex.: ácido 2-
mercaptopropiônico); porém, não são inibidas por inibidores das serinas-β-
lactamases disponíveis comercialmente, como o ácido clavulânico, o sulbactam 
e o tazobactam (89).  
No Brasil, um clone de P. aeruginosa produtor de SPM-1 (São Paulo 
Metalo-β-lactamase) foi encontrado em distintas regiões geográficas 
brasileiras. A amostra bacteriana original da qual está enzima foi isolada, era 
oriunda do trato urinário de uma criança hospitalizada no complexo Hospital 
São Paulo - HSP/UNIFESP. O gene que codifica está enzima parece estar 
especificamente relacionado à espécie P. aeruginosa, desde que, até então, 
não foi encontrado em outras espécies bacterianas, apesar de pesquisado (90-
92). 
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Isolados clínicos de P. aeruginosa, geralmente, são mais 
resistentes/tolerantes a antibióticos e biocidas que amostras presentes no meio 
ambiente ou em indústrias (93). Este fato pode ser consequente à pressão 
seletiva exercida pelos antimicrobianos (antibióticos e biocidas) no ambiente 
hospitalar (94). Para o aparecimento de mecanismo de perda de sensibilidade 
a antibióticos e biocidas, como por exemplo, adaptação, a bactéria necessita 
de um mecanismo comum a ambos os tipos de compostos. Joynson e 
colaboradores relataram a resistência adaptativa de P. aeruginosa à amicacina 
e à tobramicina foi associada ao aumento discreto na tolerância ao cloreto de 
benzalcônio (93). 
Acinetobacter baumannii têm se destacado desde o inicio da década de 
70 como um patógeno oportunista emergente, freqüentemente causando 
infecções nosocomiais graves. Esporadicamente, causa infecções adquiridas 
na comunidade. Apesar de sua baixa virulência, a disseminação de amostras 
de Acinetobacter spp. multirresistentes representa um sério problema 
terapêutico, pois sua facilidade em se adaptar ao ambiente hospitalar dificulta a 
erradicação desses clones (95-100). Fatores de risco como a permanência 
prolongada em hospital, o uso de cateter venoso, o uso de nebulizador, de 
ventilador mecânico, a terapia antimicrobiana de amplo espectro e 
procedimentos cirúrgicos invasivos favorecem a aquisição deste patógeno 
(101). Doenças malígnas, traumas, queimaduras e imunodepressão estão 
também entre os fatores predisponentes mais comuns (102). 
Desde a introdução de novos antimicrobianos a partir da década de 80 
estes microrganismos demonstraram grande capacidade de adaptação, 
podendo se tornar resistentes a uma grande variedade de antibióticos. Os 
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carbapenens têm sido considerados os agentes de escolha para o tratamento 
de infecções causadas por Acinetobacter spp.; porém, nos últimos anos o 
isolamento de Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenens vêm se 
tornando comum (103). Em um estudo de vigilância realizado por Gales e 
colaboradores, observou-se a diminuição da sensibilidade aos carbapenens 
entre amostras de Acinetobacter spp. Na América Latina, a taxa de 
sensibilidade ao imipenem foi de 60,6% (n=188), enquanto que na Europa e 
América do Norte foi de 85,9% (n= 669) e 88,6% (n= 1805), respectivamente 
(104; 105). Algumas vezes as amostras de Acinetobacter são sensíveis 
somente às polimixinas. Contudo, a resistência à polimixina já foi descrita em 
Acinetobacter spp. (106; 107). 
A resistência aos carbapenens entre amostras de Acinetobacter spp. 
pode ser mediada por diversos mecanismos, incluindo a produção de 
carbapenemases codificadas por genes inseridos em plasmídeos ou no 
cromossomo, principalmente, β-lactamses da classes D e B, a hiperexpressão 
dos sistemas de efluxo e a modificação e/ou perda das proteínas de membrana 
externa. Estes mecanismos podem estar concomitantemente presentes na 
mesma amostra, conferindo assim fenótipo de resistência a distintos 
antimicrobianos (108). 
Atualmente, existem cerca de 150 β-lactamases da classe D descritas e, 
dentre essas, 45 exibem atividade hidrolítica sobre os carbapenens (109). A 
maioria dos genes codificadores das OXAs-carbapenemases, plasmidiais ou 
cromossômicos, foram divididos em oito subgrupos de acordo com a sua 
sequência genética e, quatro desses subgrupos já foram identificados em A. 
baumannii, OXA-23, OXA-24, OXA-51 e OXA-58 (110). 
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Acinetobacter spp. produz naturalmente β-lactamases do tipo AmpC e 
OXA-51-like. A expressão desses genes varia de acordo com a presença da 
sequência de inserção ISAba, à jusante (upstream) de blaamp-C e blaOXA-51, pois 
trás consigo um promotor que aumenta a expressão dessas enzimas (111). 
Essas enzimas estão relacionadas com a resistência intrínseca de 
Acinetobacter spp. aos β-lactâmicos. Além disso, Acinetobacter spp. pode 
facilmente capturar DNA exógeno e adquirir resistência a distintas classes de 
drogas (112). No Brasil, dois mecanismos de resistência aos carbapenens têm 
sido descritos com maior frequência, a produção da MβL, IMP-1 e a produção 
de OXA-23 (113-115). Nos dois casos, foram observadas a disseminação de 
clones, o que poderia justificar a alta porcentagem de amostras resistentes. 
Klebsiella pneumoniae é um importante patógeno no ambiente 
hospitalar. Os antimicrobianos da classe dos carbapenens têm sido 
amplamente utilizados para o tratamento das infecções causadas por amostras 
de K. pneumoniae produtoras de β-lactamases de espectro estendido (ESβL). 
Contudo, relatos de amostras de K. pneumoniae produtoras de MβL têm sido 
reportadas com uma freqüência cada vez maior e, entre 2005 e 2006, nove 
amostras produtoras de IMP-1 foram isoladas em diferentes hospitais na 
cidade de São Paulo (116). O estudo do contexto genético destas amostras 
possibilitou identificar um integron, que foi nomeado In86, no qual estava 
inserido o gene blaIMP-1 (117). Adicionalmente, este gene foi identificado em 
outras amostras bacterianas, incluindo 14 amostras de Acinetobacter spp. 
geneticamente distintas (118). É importante ressaltar que as amostras de 
Acinetobacter spp. apresentavam o mesmo integron, In86, que foi encontrado 
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nas amostras de K. pneumoniae, sugerindo a transmissão deste elemento 
genético entre diferentes espécies bacterianas (119). 
Embora a resistência aos carbapenens seja rara entre membros da 
família Enterobacteriacea, esse fenótipo de resistência tem sido relatado com 
frequência em todo o mundo, especialmente devido à produção de KPC 
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase). As carbapenemases do tipo KPC 
pertencem à classe A de Ambler, são normalmente codificadas por genes 
localizados em plasmídeo e apresentam atividade hidrolítica sobre as 
cefalosporinas, os monobactâmicos e os carbapenens. O primeiro membro da 
família KPC foi descrito em 2001 em uma amostra de K. pneumoniae isolada, 
em 1996, na Carolina do Norte, EUA (120). Em 2003, foi descrita KPC-2, 
também em K. pneumoniae, consequência de uma mutação pontual que gerou 
a variação em um único aminoácido na sequência codificada (Moland et al., 
2003). Porém, mais tarde foi constatado um erro na sequência publicada de 
KPC-1, o aminoácido 175 deveria ser glicina e não serina como descrito, e que 
ambas apresentavam a mesma sequência genética (errata: Antimicrobial 
Agents and Chemotherapy. 2008; 52(2):809). Até o momento foram descritas 
10 variantes de KPC (www.lahey.org/Studies/). Relatos de KPC-2 tornaram-se 
frequentes na Costa Leste dos Estados Unidos e já foram reportados em 
diversas partes do mundo como, por exemplo, em Israel (121), França (122), 
Grécia (123), Colômbia (124), China (125) e, recentemente, na Argentina (126), 
no Brasil (127) e no Reino Unido (128). A grande capacidade de disseminação 
do gene blaKPC, consequência de sua localização plasmidial, é motivo de 
grande preocupação e representa uma ameaça, principalmente dentro das 
instituições de saúde (129). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Amostras Bacterianas 
Neste estudo foram avaliadas nove amostras bacterianas 
multirresistentes representativas de clones endêmicos presentes em distintas 
regiões brasileiras e/ou amostras com mecanismos de resistência específicos, 
sendo: duas amostras de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina 
(MRSA), o clone brasileiro carreador de SCCmec tipo III (nosocomial) e MRSA 
SCCmec tipo Ivc (comunitário); uma amostra de E. faecalis resistente à 
vancomicina (VRE-vanA); duas amostras de P. aeruginosa, uma produtora de 
SPM-1 e uma amostra que apresenta sensibilidade reduzida à biocidas; uma 
amostra de K. pneumoniae produtora de IMP-1 e uma amostra de A. baumannii 
resistente à polimixina (Tabela 3). Como preconizado pelo documento 
“Quantitative suspension test for the evaluation of basic bactericidal activity of 
chemical disinfectants and antiseptics - Test method and requirements phase I” 
(“European Standard” - EN 1040, 2005), foram utilizadas como controle de 
qualidade as cepas referência da “American Type Culture Collection” (ATCC) 
S. aureus ATCC 6538 e P. aeruginosa ATCC 15442. Essas amostras 
apresentam sensibilidade reduzida aos biocidas. 
As amostras estudadas foram armazenadas no Banco de 
Microrganismos do Laboratório Especial de Microbiologia Clínica (LEMC) da 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), e foram subcultivadas por 
duas vezes antes da realização dos testes. 
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Tabela 3. Relação dos microrganismos estudados e suas características 
Microrganismo Característica 
S. aureus ATCC 6538  sensibilidade reduzida aos biocidas  
P. aeruginosa ATCC 15442  sensibilidade reduzida aos biocidas  
S. aureus MR108 MRSA SCCmec tipo IVc; produtora de PVL a  
S. aureus A1721  MRSA SCCmec tipo III, clone brasileiro  
E. faecalis A29964  resistência à vancomicina b 
P. aeruginosa P1088  resistência aos carbapenens c 
P. aeruginosa P10093 sensibilidade reduzida aos biocidas 
A. baumannii A1069  resistência à polimixina 
K. pneumoniae A13309  resistência aos carbapenens c 
a Leucocidina Panton-Valentine 
b Resistência pela presença do gene vanA 
c Resistência devido à produção de metalo-β-lactamase  
 
3.2 Biocidas 
3.2.1 Biocidas testados 
Para o teste de sensibilidade aos biocidas foram testadas marcas 
normalmente utilizadas em hospitais brasileiros. Foram testadas três marcas 
diferentes de digluconato de clorexidina (Rioquímica®, Sigma® e ViaFarma®) e 
duas marcas de PVP-I (Rioquímica® e Biosintética®). Somente uma marca foi 
testada para os biocidas triclosan (Segmenta®) e cloreto de benzalcônio 
(Sigma®). Todos os biocidas foram adquiridos em solução de uso, exceto 
cloreto de benzalcônio o qual era puro. 
3.2.2 Concentração das soluções de teste dos Biocidas 
Cada biocida foi testado em duas concentrações diferentes, conforme a 
Tabela 4. As concentrações testadas foram baseadas nas concentrações 
recomendadas pelos serviços de infecção hospitalar das instituições de 
assistência à saúde (concentração de uso). Todos os biocidas foram diluídos 
em água destilada estéril no momento do teste. 
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Tabela 4. Concentração dos biocidas que foram avaliados nesse estudo 
Biocidas Concentrações testadas 
Digluconato de clorexidina 0,2 e 2% 
PVP-I 0,5 e 1% 
Triclosan 0,2 e 0,5% 
Cloreto de Benzalcônio 5 e 10% 
 
3.3. Neutralizador 
O neutralizador utilizado consiste de lecitina 3 g/L (Viafarma®), 
polisorbato 80 (Tween 80) 30 g/L (Sigma®), tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 5 
g/L (Vetec®), L-histidina 1 g/L (Labsynth®) e saponina 30g/L (Inlab®) em uma 
solução de tampão fosfato a 0,0025mol/L com pH 7,2. Essa solução é utilizada 
para neutralizar a atividade biocida após o tempo de contato entre o biocida e 
bactéria, de acordo com as recomendações da “European Standard” - EN 
1040. 
3.4 Teste de Sensibilidade aos Biocidas pelo Método de Suspensão Direta 
A atividade bactericida ou bacteriostática dos biocidas triclosan, 
gluconato de clorexidina, cloreto de benzalcônio e PVP-I, contra as amostras 
bacterianas foi determinada pelo teste de suspensão direta de acordo com 
padronização da “European Standard” - EN1040. O objetivo de uso dessa 
padronização foi estabeler se um desinfetante químico ou antisséptico 
apresentava ou não atividade bactericida básica. 
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3.4.1 Preparação das Culturas de Trabalho 
Para cada organismo testado, duas suspensões foram preparadas: a 
suspensão teste ou de trabalho (N) e a suspensão de validação (Nv) para 
testar os controles e o método de validação. 
3.4.2. Suspensão Teste 
A suspensão foi preparada em caldo TSB (“tryptone soya broth”, Oxoid®, 
Basingstoke, Inglaterra) e com o auxílio de um turbidímetro o número de 
células foi ajustado para se obter uma concentração variando de 1,5 a 5 X 108 
unidades formadoras de colônia por mL (UFC/mL). 
3.4.3 Suspensão de Validação 
Para preparo da suspensão de validação, a suspensão teste foi diluída 
salina a fim de obter uma concentração de 3 X 102 a 1,6 X 103 UFC/mL. Essa 
suspensão foi utilizada para a realização dos controles A, B e C, que serão 
detalhados a seguir. 
3.4.4 Contagem de Colônias 
Para contagem de colônias, foram preparadas diluições de 10-6 e 10-7 a 
partir da suspensão teste e uma diluição 10-1 da suspensão de validação. Um 
mL de cada diluição foi inoculado, em duplicata, pela técnica de “pour plate” em 
placas de petri. Nessa técnica, para cada um mL de inóculo bacteriano são 
adicionados de 15 a 20 mL de “tryptone soya agar” (TSA - OXOID - 
Basingstoke, Inglaterra). As placas foram incubadas a 36oC por 24 horas. 
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3.4.5 Critérios para contagem das colônias 
As placas que não apresentavam colônias separadas ou placas 
incontáveis foram descartadas. A contagem foi realizada determinando o 
número exato de UFC por mL em cada placa.  
Para a análise dos dados foram considerados: >330 UFC/mL aquelas 
placas que apresentaram um número maior que 330 colônias; <14 UFC/mL 
para as placas que possuíam até 14 colônias ou ausência de crescimento 
bacteriano; e o número exato de UFC/mL para as placas que apresentavam 
qualquer número de colônias entre 14 e 330. 
Após a leitura de 24 horas as placas foram incubadas novamente para a 
leitura de 48 horas. Foi considerado o maior número de UFC/mL obtido entre 
as duas leituras. 
3.4.6 Determinação da atividade do Biocida 
Para determinar a atividade antimicrobiana dos diferentes biocidas um 
mL da suspensão teste foi adicionado em um tubo contendo um mL de água. O 
cronômetro foi acionado e após dois minutos, oito mL da solução do produto 
em teste foram adicionados ao tubo. O cronômetro foi reiniciado e após os 
tempos de contato estipulados, um minuto (tempo adicional) e cinco minutos 
(tempo obrigatório), um mL dessa mistura foi adicionado a um tubo contendo 
oito mL de solução neutralizante e um mL de água. Após cinco minutos, um mL 
da segunda solução (constituída de água, bactéria, biocida, neutralizante) foi 
inoculado em duplicata pela técnica de “pour plate”. Há um esquema 
representando a técnica no anexo 1. Após inoculação, as placas foram 
incubadas a 36º C e a leitura realizada em 24 e 48 horas. Todas as amostras 
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bacterianas que apresentaram crescimento em algumas das concentrações 
testadas dos biocidas foram armazenadas no banco de microrganismos do 
laboratório LEMC/ALERTA. 
3.5 Controles da técnica 
Três controles de validação da técnica foram realizados para duas 
amostras (S. aureus ATCC 6538 e P. aeruginosa ATCC 15442). Para os testes 
de validação, listados abaixo, foram utilizadas as suspensões de validação. No 
anexo 2 encontra-se esquema dos testes de validação A, B e C. Todas as 
placas foram incubadas por 24 e 48 horas, a 36oC. 
 
3.5.1 Controle experimental “A” - Validação das condições de teste 
selecionadas e verificação da ausência de algum efeito letal nas condições de 
teste. 
Em um tubo foram pipetados um mL de água e um mL da suspensão de 
validação. Após dois minutos oito mL de água foram adicionados ao tubo. 
Decorrido cinco minutos de contato, um mL dessa mistura foi inoculado em 
duplicata pela técnica de “pour plate” em TSA. 
 
3.5.2 Controle experimental “B” - Verificação de ausência de 
toxicidade do neutralizador. 
Um mL da suspensão de validação foi adicionado ao tubo contendo oito 
mL de neutralizador e um mL de água. Após cinco minutos um mL dessa 
mistura foi inoculado em duplicata pela técnica de “pour plate” em TSA. 
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3.5.3 Controle experimental “C” - Verificação da eficiência do 
neutralizador em inativar o biocida. 
Em um tubo contendo um mL de água e um mL de solução salina, foram 
adicionados oito mL de biocida em sua maior concentração de teste. Após 
cinco minutos um mL dessa mistura foi adicionado a outro tubo contendo oito 
mL de neutralizador, e este foi incubado por mais cinco minutos. Um mL da 
suspensão de validação foi adicionado a essa última mistura e o cronômetro 
ajustado para marcar 30 minutos. Ao final desse tempo, um mL dessa mistura 
foi inoculado em duplicata pela técnica de “pour plate” em TSA. 
 
3.6 Cálculo dos Dados Experimentais 
3.6.1 Cálculo do número de colônias bacterianas das soluções testes 
 
O número de UFC/mL na suspensão teste (N) foi calculado de acordo 
com a seguinte fórmula: 
( ) 61021,01 −×+
=
ηη
C
  
Onde: 
N = é o número de células na suspensão teste (N); 
C = é a soma do número de UFC/mL obtidas nas quatro placas da contagem 
de colônia da suspensão teste (10-6 e 10-7); 
η 1 = é a soma do número de UFC/mL obtidas nas duas placas da contagem 
de colônias da suspensão teste com a menor diluição (10-6); 
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η 2 = é a soma do número de UFC/mL obtidas nas duas placas da contagem 
de colônias da suspensão teste com a maior diluição (10-7). 
 Como este valor corresponde as UFC/mL da suspensão teste, também 
foi calculado o número de UFC/mL na mistura do teste, ou seja, o número de 
UFC/mL no momento em que o inóculo bacteriano foi colocado em contato com 
o biocida. Este valor é representado por N0 e corresponde a um décimo do 
valor N devido à diluição 1:10 inerente à técnica. 
 
3.6.2 Cálculo do número de colônias bacterianas dos testes Na 
(Determinação da atividade do Biocida) 
Os valores “Na” correspondem ao número de UFC/mL capazes de 
crescer após o tempo de contato com o biocida e antes da neutralização feita 
pelo inativador. Estes valores são dez vezes maiores que o número de colônias 
obtidas nas placas do teste, devido à diluição inerente à técnica. Para calcular 
o valor “Na”, a seguinte fórmula foi utilizada: 
Na = 10c/n 
Onde: 
c = é a soma do número de UFC/mL obtida nas duas placas do teste; 
n = é o número de placas onde a contagem de colônias foi realizada. 
 
3.6.3 Cálculo do número de colônias bacterianas das soluções de 
validação 
Os valores “Nv” correspondem ao número de células na suspensão de 
validação, enquanto que os valores “Nv0” correspondem ao número de células 
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por mL nas misturas de validação “A”, “B” e “C” no início do tempo de contato. 
As fórmulas utilizadas para o cálculo do número de UFC/mL estão descritas 
abaixo: 
Nv = 10.c/n 
Nv0 = c/n 
Onde: 
c = é a soma do número de UFC/mL obtidas nas duas placas e 
contagem de colônias da suspensão de validação (10-1); 
n = é o número de placas onde a contagem de colônias foi realizada. 
3.6.4 Cálculo das UFC/mL dos testes de validação 
Os controles A, B e C correspondem ao (i) número de células 
bacterianas nas condições experimentais do teste, (ii) controle de toxicidade do 
neutralizador e (iii) validação da eficácia do neutralizador, respectivamente. 
Para o cálculo desses controles a seguinte fórmula foi utilizada: 
A,B,C=c/n 
Onde: 
C = é a soma do número de UFC/mL obtidas nas quatro placas da contagem 
de colônias da suspensão teste (10-6 e 10-7); 
N = é o número de células na suspensão teste. 
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3.6. Análise dos resultados 
3.6.1. Limites Básicos 
Para que a técnica possa ser considerada válida, os resultados obtidos 
no teste não devem ultrapassar os seguintes valores: 
 
Figura 4. Limites básicos de cada inóculo utilizado no estudo 
N entre 1,5 X 10
8 e 5 X 108
N 0 entre 1,5 X 107 e 5 X 107
Nv 0 entre 30 e 160 UFC/ml (Nv entre 3 X 102 e 1,6 X 103)
A, B, C igual ou maior que 0,5 X Nv 0  
3.6.2. Redução Logarítmica 
De acordo com a padronização EN1040 o produto apresenta atividade 
bactericida básica se demonstrar uma redução maior ou igual a 5 log entre os 
valores N0 e Na. Para calcular a redução logarítmica entre estes dois valores, a 
seguinte fórmula foi utlizada: 
Log R = Log N0 – Log Na 
3.7. Análise do DNA cromossômico  
Para assegurar que as amostras que apresentaram sensibilidade 
reduzida aos biocidas apresentavam o mesmo genótipo das amostras originais 
foi realizada a análise do DNA cromossômico dos isolados de S. aureus, E. 
faecalis, P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae pela técnica de 
eletroforese em campo pulsado (“pulsed-field gel electrophoresis” - PFGE). 
As amostras foram subcultivadas em ágar sangue para a obtenção de 
colônias puras e isoladas. Após o crescimento, foram transferidas 
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aproximadamente quatro colônias de cada amostra para um tubo contendo 
quatro mL de TSB, que foi incubado por um período de 18 a 24 horas em 
temperatura de 37oC. Após essa etapa, os tubos foram centrifugados a 1.512 g 
por 15 minutos, e as células precipitadas foram suspensas em um mL de 
solução salina e transferidas para um tubo de microcentrifuga que havia sido 
previamente pesado. Os tubos foram centrifugados novamente a 25.200 g por 
aproximadamente 30 segundos e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado 
e desprezado. 
O centrifugado foi diluído em salina na proporção de 1:1 e um volume de 
cinco µL dessa solução foi transferido para outro tubo, onde foi adicionado 300 
µL da solução tampão TEM (Tris 100 mM; pH 7,5; EDTA 100 mM; NaCl 150 
mM; água destilada). Essa nova solução foi homogeneizada e misturada a 340 
µL de agarose de baixo ponto de fusão (FMC, Rockland, EUA), para a 
formação de pequenos blocos de géis contendo o DNA cromossômico. Os 
blocos foram incubados por cinco horas em solução EC (Tris 6 mM, pH 7,5; 
NaCl 1 M; EDTA 0,01 M; Brij 58 0,5%; Sarcosil 0,5%; Deoxicolato 0,2% e água 
destilada) a 37ºC e a seguir foram incubados a 50ºC, em 2 mL de solução ES 
(EDTA 0,4 M, pH 9,3; Sarcosil 1,0%) contendo proteinase K (20 mg/mL, Sigma 
- P4914) por 12 horas. Após esse período, os blocos foram lavados por quatro 
vezes com solução CHEF-TE (Tris 0,1 M, pH 7,5; EDTA 0,1 M) e armazenados 
nessa solução até a digestão enzimática. 
Para as amostras de S. aureus, E. faecalis e A. baumannii foi utilizada a 
enzima de restrição SmaI (New England Biolab, Inc., Beverly, Mass, EUA), 
enquanto que para as amostras de P. aeruginosa e Klebsiella pneumoniae foi 
utilizada a enzima SpeI (New England Biolab, Inc., Beverly, Mass, EUA). Para 
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cada amostra de cocos Gram positivos e A. baumannii foi utilizado 3 µl de SmaI 
(Promega R6125, 10U/ µL) e para as amostras de P. aeruginosa e K. 
penumoniae 1 µl de SpeI. A digestão do DNA bacteriano foi realizada por 12 a 
18 horas em temperatura de 25ºC para SmaI e 37ºC no caso da enzima SpeI. 
Após a digestão, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1% no 
sistema CHEF-DR III (Bio-Rad, Richmond, CA, EUA) e os padrões de variação 
da corrente elétrica mudaram de acordo com a enzima utilizada, para SmaI o 
padrão de variação (“switch time”) inicial e final foi de 5 e 30 segundos. Para 
SpeI o padrão de variação (“switch time”) inicial e final foi de 5 e 60 segundos. 
A eletroforese foi realizada por um período de 23 horas, em solução 0,5x TBE 
(Tris 0,089 M; Ácido bórico 0,089 M; EDTA, 0,002 M) à temperatura de 13°C e 
utilizando uma corrente elétrica de 200 volts (6 V/cm). Os géis foram corados 
com brometo de etídio (0,08 µL/mL) por uma hora, descorados em água 
destilada por mais uma hora e fotografados sob luz ultravioleta. 
Os perfis migratórios obtidos foram analisados visualmente seguindo os 
critérios de Tenover e colaboradores (1995), onde amostras foram 
consideradas idênticas (mesmo clone) quando apresentaram todas as bandas 
iguais; amostras com até seis bandas foram consideradas subtipos de um 
mesmo clone, e amostras que apresentaram sete ou mais bandas discordantes 
foram consideradas amostras distintas, ou não relacionadas genotipicamente. 
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4 RESULTADOS 
4.1 Determinação da atividade dos Biocidas 
Neste estudo, foram avaliadas a atividade de quatro biocidas utilizados 
em ambiente hospitalar, sendo três marcas de digluconato de clorexidina 
(Rioquímica®, Sigma® e ViaFarma®), duas marcas de PVP-I (Rioquímica® e 
Biosintética®), e somente uma marca de triclosan e cloreto de benzalcônio 
(Segmenta® e Sigma®, respectivamente), contra as principais bactérias 
multiressistentes causadoras de infecções relacionadas à assistência à saúde. 
No total, foram obtidos 252 resultados de redução logarítma, sendo 36 para 
cada biocida testado. 
4.2 Digluconato de Clorexidina 
Na Tabela 5 estão dispostos os resultados das três diferentes marcas de 
clorexidina (CHX) contra as nove bactérias avaliadas. Foram testadas duas 
concentrações de clorexidina (0,2 e 2%) utilizando dois tempos diferentes de 
contato, um minuto e cinco minutos. As marcas Sigma® e ViaFarma® 
apresentavam-se em solução aquosa e a marca Rioquímica em solução 
degermante. 
Clorexidina demonstrou atividade sobre todas as amostras estudadas na 
concentração de 2%, pois foi capaz de reduzir > 5 log o número de UFC/mL, 
tanto no tempo de contato de um minuto como no tempo de contato de cinco 
minutos. Na concentração de 0,2% houve diferença de atividade entre as 
diferentes marcas. A clorexidina da marca Rioquímica® demonstrou possuir 
maior atividade biocida contra as amostras testadas apresentando efeito 
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microbiocida inclusive na concentração de 0,2% já no tempo de exposição de 
um minuto, exceto contra as amostras de P. aeruginosa produtora de SPM-1 e 
E. faecalis. Para a amostra de P. aeruginosa, somente na concentração de 2%, 
a clorexidina marca Rioquímica foi capaz de reduzir > 5 log o número de 
UFC/mL, tanto em um como em cinco minutos de contato. A clorexidina da 
marca Sigma® demonstrou atividade semelhante à da marca ViaFarma® no 
tempo de cinco minutos, exceto contra as amostras de P. aeruginosa P10093 e 
P1088 (Tabela 5). 
Clorexidina das marcas Sigma® e ViaFarma® não apresentaram redução 
>5 log quando foram testadas na concentração de 0,2% e no tempo de contato 
de um minuto contra as amostras de S. aureus ATCC 6538, S. aureus SCCmec 
IVc, Enterococcus faecalis e P. aeruginosa P1088. 
Dentre as amostras de P. aeruginosa, a amostra P1088 produtora de 
SPM-1 foi a mais tolerante a clorexidina. Por outro lado, as amostras de A. 
baumannii A1069 e K. pneumoniae apresentaram redução > 5 log UFC/mL na 
presença de clorexidina de diferentes marcas em um minuto de contato na 
concentração de 0,2%. 
Tabela 5. Redução do crescimento bacteriano em escala logarítma do biocida digluconato de 
clorexidina das marcas comerciais Sigma, ViaFarma e Rioquímica contra as amostras 
estudadas 
Biocidas CHX Sigma® CHX ViaFarma® CHX Rioquímica® 
Concentração 0,2% 2% 0,2% 2% 0,2% 2% 
Isolados/ Tempo de contato 1' 5' 1' 5' 1' 5' 1' 5' 1' 5' 1' 5' 
S. aureus ATCC 6538  3,78 4,23 >5 >5 4,30 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
S. aureus MR108 SCCmec IVc  4,60 >5 >5 >5 3,78 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
S. aureus A1721 SCCmec III  >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
E. faecalis A29964 vanA 3,78 >5 >5 >5 3,78 >5 >5 >5 3,78 >5 >5 >5 
P. aeruginosa ATCC 15442  >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
P. aeruginosa P10093 >5 >5 >5 >5 3,78 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
P. aeruginosa P1088 4,35 >5 >5 >5 3,78 3,87 >5 >5 3,78 4,24 >5 >5 
A. baumannii A1069 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
K. pneumoniae A13309 IMP-1 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
 
 
RESULTADOS 
 
41 
Nas Figuras 5, 6 e 7 estão representados os resultados de redução 
logarítma para clorexidina das marcas Sigma®, ViaFarma® e Rioquímica®, 
respectivamente, nas duas concentrações testadas e nos dois tempos de 
contato, contra as nove bactérias. 
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Figura 5. Representação gráfica da redução logarítima do biocida digluconato de 
clorexidina marca Sigma contra as amostras avaliadas. 
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Figura 6. Representação gráfica da redução logarítima do biocida clorexidina marca 
Via Farma contra as amostras avaliadas. 
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Figura 7. Representação gráfica da redução logarítima do biocida clorexidina marca 
Rioquímica contra as amostras avaliadas. 
 
4.3 PVP-I 
Na Tabela 6 estão representados os resultados da atividade do biocida 
PVP-I, solução degermante de duas diferentes marcas, Rioquímica® e 
Biosintética ® nas concentrações de 0,5 e 1% e em dois diferentes tempos de 
contato, um minuto e cinco minutos, contra as nove bactérias avaliadas. PVP-I 
demonstrou atividade sobre todas as amostras testadas, independente do 
tempo, da concentração e da marca testada. 
Tabela 6. Redução do crescimento bacteriano em escala logarítma do biocida PVP-I das 
marcas comerciais Rioquímica e Biosintética contra as amostras estudadas 
Biocidas PVP-I Rioquímica® PVP-I Biosintética® 
Concentração 0,5% 1% 0,5% 1% 
Isolados/ Tempo de contato 1' 5' 1' 5' 1' 5' 1' 5' 
S. aureus ATCC 6538  >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
S. aureus SCCmec IVc MR108 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
S. aureus A1721 SCCmec III >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
E. faecalis A29964 vanA >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
P. aeruginosa ATCC 15442  >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
P. aeruginosa P10093 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
P. aeruginosa P1088 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
A. baumannii A1069 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
K. pneumoniae A13309 IMP-1 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 
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4.4 Cloreto de Benzalcônio 
Na tabela 7 estão representados os resultados da atividade do biocida 
cloreto de benzalcônio (BZK), marca Sigma®, contra as nove bactérias 
avaliadas. Foram testadas duas concentrações (5% e 10%) e em dois 
diferentes tempos de contato, um minuto e cinco minutos. 
A única concentração que inibiu o crescimento bacteriano de todos os 
microrganismos, com exceção da cepa S. aureus ATCC 6538, foi a 
concentração de 10%. Porém, em cinco minutos de contato essa amostra foi 
inibida. Na concentração de 5% apresentou efeito microbiocida somemte 
contra as amostras de S. aureus A1721 SCCmec III, E. faecalis e P. 
aeruginosa P1088. Em relação ao tempo de contato, observou-se influência em 
ambas as concentrações do teste (Tabela 7). 
 
Tabela 7. Redução do crescimento bacteriano em escala 
logarítma do biocida cloreto de benzalcônio da marca comercial 
Sigma contra as amostras estudadas 
Biocida BZK Sigma® 
Concentração 5,0% 10% 
Isolados/ Tempo de contato 1' 5' 1' 5' 
S. aureus ATCC 6538  4,08 >5 3,78 4,51 
S. aureus MR108 SCCmec IVc  3,78 4,73 >5 >5 
S. aureus A1721 SCCmec III >5 >5 >5 >5 
E. faecalis A29964 vanA >5 >5 >5 >5 
P. aeruginosa ATCC 15442  3,88 >5 >5 >5 
P. aeruginosa P10093 3,78 3,78 3,78 >5 
P. aeruginosa P1088 >5 >5 >5 >5 
A. baumannii A1069 3,78 3,78 >5 >5 
K. pneumoniae A13309 IMP-1 3,78 >5 4,73 >5 
 
Na Figura 8 estão representados os resultados de redução logarítma 
para BZK marca Sigma®, nas duas concentrações testadas e nos dois tempos 
de contato, contra as nove bactérias estudadas. 
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Figura 8. Representação gráfica da redução logarítima do biocida cloreto de 
benzalcônio marca Sigma contra as amostras avaliadas. 
 
4.5 Triclosan 
Na tabela 8 estão representados os resultados do biocida triclosan, 
marca Segmenta®, contra as nove bactérias avaliadas. Foram testadas duas 
concentrações (0,2% e 0,5%) e em dois diferentes tempos de contato, um 
minuto e cinco minutos. Triclosan não apresentou efeito microbiocida sobre 
bactérias Gram negativas. Contra amostras Gram positivas foi ativo, com 
excessão de E. faecalis A29964, que só apresentou redução de 5 log na 
concentração de 0,5%. 
Tabela 8. Redução do crescimento bacteriano em escala 
logarítma do biocida Triclosan da marca comercial Segmenta 
contra as amostras estudadas 
Biocida Triclosan Segmenta® 
Concentração 0,2% 0,5% 
Isolados/ Tempo de contato 1' 5' 1' 5' 
S. aureus ATCC 6538  >5 >5 >5 >5 
S. aureus MR108 SCCmec IVc >5 >5 >5 >5 
S. aureus A1721 SCCmec III  >5 >5 >5 >5 
E. faecalis A29964 vanA 4,12 4,78 >5 >5 
P. aeruginosa ATCC 15442  3,78 3,78 3,78 3,78 
P. aeruginosa P10093 3,78 3,78 3,78 3,78 
P. aeruginosa P1088 3,78 3,78 3,78 3,78 
A. baumannii A1069 3,78 3,78 3,78 3,78 
K. pneumoniae A13309 IMP-1 3,78 3,78 3,78 3,78 
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Na Figura 9 é possível visualizar os resultados de redução logarítmica 
das amostras estudadas para triclosan marca Segmenta®, nas duas 
concentrações testadas e nos dois tempos de contato, contra as nove 
bactérias. 
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Figura 9. Representação gráfica da redução logarítima do biocida triclosan marca 
Segmenta contra as amostras testadas. 
 
 
4.6 Resultados da Atividade dos Biocidas Separados por Bactéria 
Na Figura 10 estão dispostos os resultados de todos os biocidas 
testados contra a amostra de S. aureus ATCC 6538. Somente clorexidina da 
marca Sigma® não foi capaz de atingir redução ≥ 5 log no número de UFC/mL 
com tempo de contato de cinco minutos na concentração de 0,2%. As outras 
marcas de clorexidina demonstraram redução esperada na concentração de 
0,2% e cinco minutos de contato. O cloreto de benzalcônio não apresentou 
efeito microbiocida na concentração de 10%, tempo de contato de cinco 
minutos. 
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Figura 10. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de S. aureus 
ATCC 6538 para todos os biocidas testados. 
 
Na Figura 11 é possível vizualizar os resultados de todos os biocidas 
testados contra a amostra de S. aureus SCCmec tipoIV. A clorexidina das 
marcas Sigma® e ViaFarma®, apresentaram efeito microbiocida na 
concentração de 0,5% e no teste com cloreto de benzalcônio, o biocida foi 
efetivo na concentração de 5% em cinco minutos de contato. 
 
Figura 11. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de S. aureus 
MR108 SCCmec IVc para todos os biocidas testados. 
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O crescimento da amostra de S. aureus A1721 SCCmec III (Figura 12) 
foi inibido por todos os biocidas em todas as concentrações e tempos de 
contato testados. 
 
 
 
Figura 12. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de S. aureus 
ATCC A1721 SCCmec III para todos os biocidas testados.  
 
 
Na Figura 13 estão dispostos os resultados de todos os biocidas 
testados contra a amostra de E. faecalis A29964. Para clorexidina na 
concentração de 0,2% e um minuto de contato, somente o biocida da marca 
Rioquímica® foi eficaz em reduzir ≥5 log o número de UFC/mL. Nessa mesma 
concentração, porém com tempo de contato de cinco minutos, as três marcas 
de clorexidina apresentaram redução > 5 log UFC/mL. Triclosan não foi ativo 
na concentração de 0,2% e cinco minutos de contato. Cloreto de benzalcônio e 
PVP-I reduziram o número de UFC/mL em pelo menos 5 log nas menores 
concentações testadas e com um minuto de contato. 
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Figura 13. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de E. faecalis 
A29964 vanA para todos os biocidas testados. 
 
Na Figura 14 pode-se observar os resultados da amostra de P. 
aeruginosa ATCC 15442. Cloreto de benzalcônio não apresentou redução > 5 
log no número de UFC/mL na concentração de 5% e um minuto de contato, 
porém no tempo de cinco minutos nessa mesma concentração foi eficaz em 
atingir redução > 5 log UFC/mL. Triclosan não foi eficaz em reduzir o número 
de UFC/mL em ambas as concentrações testadas. Os outros agentes biocidas, 
clorexidina e PVP-I, apresentaram redução > 5 log UFC/mL em minuto de 
contato e nas menores concentrações testadas. 
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Figura 14. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de P. aeruginosa 
ATCC 15442 para todos os biocidas testados. 
 
A amostra de P. aeruginosa P10093 (Figura 15) não apresentou 
diminuição > 5 log no número de UFC/mL na presença de triclosan e no teste 
com cloreto de benzalcônio não foi inibida na concentração de 10% no tempo 
de um minuto. No teste com clorexidina só apresentou crescimento na 
concentração de 0,2% da marca ViaFarma®, tempo de contato de um minuto. 
 
Figura 15. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de P. aeruginosa 
P10093 para todos os biocidas testados. 
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Na figura 16 estão dispostos os resultados da amostra de P. aeruginosa 
P1088. Cloredixina na concentração de 2% foi ativa em todas as marcas 
testadas. Na concentração de 0,2% o crescimento não foi inibido no tempo de 
um minuto para a clorexidina da marca Sigma® e cinco minutos para a 
clorexidina das marcas ViaFarma® e Rioquímica®. Cloreto de benzalcônio 
apresentou redução > 5 log no número de UFC/mL na menor concentração 
testada. O triclosan não apresentou efeito esperado, assim como para todas as 
outras amostras de P. aeruginosa. 
 
Figura 16. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de P. aeruginosa 
P1088 SPM-1 para todos os biocidas testados. 
 
A amostra de A. baumanni (Figura 17) foi sensível a todas as marcas de 
clorexidina testadas e ao PVP-I, independente da concentração e tempo de 
contato com o biocida. O cloreto de benzalcônio só demonstrou redução > 5 
log no número de UFC/mL na concentração de 10% e o triclosan não 
apresentou redução no número de UFC/mL. 
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Figura 17. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de A. baumannii 
A1069 polimixina (R) para todos os biocidas testados. 
A amostra de K. pneumoniae A13309 apresentou perfil de sensibilidade 
aos biocidas semelhante ao isolado de A. baumannii A1069. Não apresentou 
redução > 5 log no número de UFC/mL na presença de triclosan e, no teste 
com cloreto de benzalcônio, seu crescimento foi inibido na concentração de 5% 
e tempo de contato de cinco minutos (Figura 18).  
 
Figura 18. Representação gráfica da redução logarítima da amostra de K. pneumoniae 
A13309 IMP-1, para todos os biocidas testados. 
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Na Figura 19 é estão apresentados os resulatdos da atividade de todos 
os biocidas avaliados no estudo contra todas as amostras testadas. Clorexidina 
e PVP-I foram os agentes mais ativos. Triclosan por não apresentar efeito 
microbiocida sobre as amsotras Gram negativas testadas foi o agente que 
apresentou menor atividade antimicrobiana na comparação com os outros 
biocidas. O cloreto de benzalcônio demonstrou boa atividade na concentração 
de 10% e cinco minutos de contato. 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Análise comparativa da atividade antimicrobiana dos diferentes biocidas 
testados nas concentrações e tempos de contatos definidos contra todas amostras avaliadas. 
Legenda: 
CHX “A” - Sigma®  CHX “B” - ViaFarma®   CHX “C” - Rioquímica® 
PVP-I “A” - Rioquímica® PVP-I “B” - Biosintética® 
 
4.7 Controles da Técnica  
Controle experimental “A” - Validação das condições de teste 
selecionadas e verificação da ausência de algum efeito letal nas condições de 
teste. 
O controle “A” demonstrou não haver problema algum nas condições do 
teste, tais como temperatura da estufa, meio de cultura, inóculo etc. Os 
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organismos viáveis representaram 140 (±20) UFC/mL o que é equivalente a 1,4 
(±0,2) X 103 UFC/mL. 
Controle experimental “B” - Verificação de ausência de toxicidade do 
neutralizador. 
O número de organismos viáveis foi de 140 (±20) UFC/mL o que é 
equivalente a 1,4 (±0,2) X 103 UFC/mL e estava dentro dos limites básicos, 
confirmando que o neutralizador utilizado não atrapalhou a viabilidade dos 
organismos testados no tempo de contato de cinco minutos.  
 
Controle experimental “C” - Verificação da eficiência do neutralizador 
em inativar o biocida. 
Tabela 9. Controles da técnica para o biocida clorexidina 
CHX Sigma® CHX ViaFarma® CHX Rioquímica® 
Controles 
ATCC 
6538 
ATCC 
15442 Controles 
ATCC 
6538 
ATCC 
15442 Controles 
ATCC 
6538 
ATCC 
15442 
A 
177 
UFC/mL 
144 
UFC/mL A 
135 
UFC/mL 
154 
UFC/mL A 
143 
UFC/mL 
144 
UFC/mL 
B 
180 
UFC/mL 
146 
UFC/mL B 
170 
UFC/mL 
146 
UFC/mL B 
128 
UFC/mL 
146 
UFC/mL 
C 
130 
UFC/mL 
178 
UFC/mL C 
129 
UFC/mL 
176 
UFC/mL C 
130 
UFC/mL 
138 
UFC/mL 
 
Tabela 10. Controles da técnica para os biocidas cloreto de benzalcônio e triclosan 
Cloreto de benzalcônio  Triclosan 
Controles 
ATCC 
6538 
ATCC 
15442 Controles 
ATCC 
6538 
ATCC 
15442 
A 
177 
UFC/ml 144 UFC/ml A 
135 
UFC/ml 154 UFC/ml 
B 
180 
UFC/ml 146 UFC/ml B 
170 
UFC/ml 146 UFC/ml 
C 
130 
UFC/ml 178 UFC/ml C 
129 
UFC/ml 176 UFC/ml 
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A contagem do número de UFC/mL do inóculo inicialmente utilizado não 
mostrou redução significativa após adição do mesmo inóculo ao biocida 
neutralizado, portanto a combinação de lecitina 3 g/L, polisorbato 80 (Tween 
80) 30 g/L, tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 5 g/L, L-histidina 1 g/L e saponina 
30g/L mostrou-se ativa em neutralizar os diferentes biocidas testados, como 
exemplificado na Figura 20. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Controle “C”. Verificação da eficiência do neutralizador 
em inativar o biocida. 
 
4.8 Amostras com sensibilidade reduzida aos biocidas. 
Todas as amostras que apresentaram crescimento em alguma das 
concentrações testadas foram armazenadas no banco de microrganismos do 
Laboratório ALERTA. A relação das amostras está disposta na Tabela 11. 
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Tabela 11. Amostras bacterianas com sensibilidade reduzida aos biocidas 
Amostra Bacteriana [Biocide] TC Marca1 
S. aureus SCCmec IVc MR108 QAC 5% 1' X 
K. pneumoniae A13309 QAC 5% 1' X 
P. aeruginosa ATCC 15442  QAC 5% 5' X 
A. baumannii A1069 QAC 5% 5' X 
S. aureus ATCC 6538  QAC 10% 5' X 
S. aureus A1721 SCCmec III QAC 10% 1' X 
P. aeruginosa P10093 QAC 10% 1' X 
S. aureus ATCC 6538  CHX 0.2% 1' ViaFarma® 
S. aureus MR108 SCCmec IVc  CHX 0.2% 1' ViaFarma® 
E. faecalis A29964 CHX 0.2% 1' ViaFarma® 
P. aeruginosa P10093 CHX 0.2% 1' ViaFarma® 
E. faecalis A29964 CHX 0.2% 1' Rioquímica® 
S. aureus A1721 SCCmec III CHX 2% 1' Rioquímica® 
S. aureus ATCC 6538  CHX 0.2% 5' Sigma® 
E. faecalis A29964 CHX 0.2% 1' Sigma® 
S. aureus MR108 SCCmec IVc  CHX 0.2% 1' Sigma® 
P. aeruginosa ATCC 15442  TRI 0.5%2 5' X 
P. aeruginosa P10093 TRI 0.5%2 5' X 
K. pneumoniae 13309 TRI 0.5% 5' X 
A. baumannii A1069 TRI 0.5% 5' X 
S. aureus ATCC 6538  CHX 0.2% 1' Sigma® 
S. aureus ATCC 6538  CHX 0.2% 1' ViaFarma® 
S. aureus ATCC 6538  CHX 0.2% 5' ViaFarma® 
P. aeruginosa P1088 CHX 0.2% 1' Sigma® 
P. aeruginosa P1088 CHX 0.2% 5' ViaFarma® 
P. aeruginosa P1088 CHX 0.2% 1' Rioquímica® 
P. aeruginosa P1088 TRI 0.5% 5' X 
1. Somente um marca dos biocidas triclosan e cloreto de benzalcônio 
foi testada. 
2
.P. aeruginosa é naturalmente resistente ao triclosan; porém, as 
amostras foram bancadas caso haja necessidade de realizarmos 
algum estudo sobre triclosan como um agente indutor de resistência. 
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4.9 Análise do DNA Cromossômico 
O resultado da análise do DNA cromossômico demonstrou existir 
relação genética entre as amostras clínicas e as que apresentaram 
sensibilidade reduzida aos biocidas. Na Tabela 12 e Figura 21 é possível 
vizualizar as amostras testadas. 
Tabela 12. Padrão genotípico das amostras com sensibilidade reduzida 
a biocidas submetidas ao PFGE 
Ordem no Gel Amostra Perfil PFGE 
1 S. aureus MR108 A 
2 S. aureus MR108 A 
3 S. aureus MR108 A 
4 S. aureus A1721  B 
5 S. aureus A1721  B 
6 S. aureus A1721  B 
7 S. aureus ATCC 6538  C 
8 S. aureus ATCC 6538  C 
9 S. aureus ATCC 6538  C 
10 K. penumoniae A13309  C 
11 K. penumoniae A13309  C 
12 E. faecalis A29964  D 
13 E. faecalis A29964  D 
14 E. faecalis A29964  D 
15 A. baumannii A 1069 E 
16 A. baumannii A 1069 E 
17 P. aeruginosa ATCC 15442 F 
18 P. aeruginosa ATCC 15442 F 
19 P. aeruginosa P10093 G 
20 P. aeruginosa P10093 G 
21 P. aeruginosa P10093 G 
22 P. aeruginosa P1088 H 
23 P. aeruginosa P1088 H 
24 P. aeruginosa P1088 H 
25 P. aeruginosa P1088 H 
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Na Figura 21 estão representadas as onze primeiras amostras 
submetidas à corrida eletroforética após a técnica de PFGE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Padrão genotípico das amostras um a 11, as quais apresentaram 
sensibilidade reduzida aos biocidas. 
 
Na Figura 22, estão apresentadas as amostras de E. faecalis e A. 
baumannii. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Padrão genotípico das amostras 12 à 16. 
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Na Figura 23, estão representadas as amostras de P. aeruginosa, ATCC 
15442 e P10093. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Padrão genotípico das amostras 17 a 21 
 
 
DISCUSSÃO 
 
59 
5 DISCUSSÃO 
A resistência bacteriana aos antimicrobianos eleva a morbi-mortalidade 
dos pacientes com infecções adquiridas na comunidade e, principalmente, 
daqueles que adquirem IRAS (130). Alguns patógenos responsáveis por 
infecções comunitárias, como S. aureus, Streptococcus pneumoniae, E. coli, 
Mycobacterium tuberculosis, Neisseria spp. e Salmonella spp. são de grande 
importância, principalmente, quando são resistentes aos antimicrobianos 
comumente utilizados no tratamento destas infecções. (131; 132). Já no 
ambiente hospitalar, destacam-se as asmostras de MRSA, Enterococcus spp. 
resistentes à vancomicina, K. pneumoniae produtora de β-lactamases de amplo 
espectro (ESβL), P. aeruginosa e Acinetobacter spp. resistentes aos 
carbapenens (133). 
O controle da resistência bacteriana é complexo e exige atuação em 
vários setores, sendo que as atividades mais eficazes envolvem a 
racionalização do uso de antimicrobianos e as medidas efetivas no controle da 
disseminação das IRAS. Porém, para que essas medidas sejam 
implementadas é necessário que se conheçam os fatores envolvidos na 
disseminação das amostras isoladas localmente. 
Os biocidas são amplamente utilizados no combate às bactérias no 
ambiente hospitalar. O principal objetivo da utilização desses compostos é 
eliminar as bactérias da pele e do ambiente e, consequentemente, auxiliar na 
diminuição da frequência das IRAS. Entretanto, o amplo uso dos biocidas têm 
sido associado à seleção de bactérias resistentes a distintos antibióticos (134). 
No Brasil, clones bacterianos apresentando resistência a múltiplas drogas já 
foram encontrados em distintas e distantes regiões, sendo que atualmente, 
DISCUSSÃO 
 
60 
estes microrganismos são endêmicos em muitas delas (68; 135-137). Por essa 
razão, o principal objetivo deste estudo foi avaliar se a disseminação de tais 
clones bacterianos multirresistentes poderia ter sido facilitada pela tolerância 
ou redução da sensibilidade aos biocidas comumente utilizados no ambiente 
hospitalar. 
Poucos estudos brasileiros avaliaram a atividade antibacteriana de 
biocidas contra amostras bacterianas responsáveis por IRAS (138) e, até onde 
é do nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou a sensibilidade aos biocidas 
do clone endêmico brasileiro de S. aureus resistente à meticilina ou do clone de 
P. aeruginosa produtor de SPM-1.  
Este foi o primeiro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa que 
avaliou a atividade antibacteriana de distintos biocidas, incluindo o digluconato 
de clorexidina, o cloreto de benzalcônio, o triclosan e o PVP-I (polivinil-
pirrolidona-iodo) de diferentes marcas comerciais, em distintas concentrações e 
tempos de contato. Quando decidimos realizar este estudo nos deparamos 
com a falta de padronização para o teste de sensibilidade aos biocidas pelo 
“Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI). Apesar de não haver 
padronização para realizar testes com biocidas pelo CLSI, alguns autores 
utilizam as mesmas técnicas recomendadas por este comitê para a avaliação 
da sensibilidade aos antimicrobianos para avaliar a sensibilidade in vitro de 
amostras bacterianas aos biocidas. Ao contrário, neste estudo, foi optado pela 
utilização da Norma Européia EN1040, já que é específica para a avaliação da 
atividade antibacteriana dos biocidas, em meio líquido (teste de suspensão), 
levando em consideração a utilização de neutralizadores. Desta maneira, evita-
se que a atividade antibacteriana do biocida seja superestimada. Além disso, 
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essa norma recomenda que sejam testadas as cepas S. aureus ATCC 6538 e 
P. aeruginosa ATCC 15442, as quais podem ser adquiridas comercialmente. 
Essas cepas apresentam sensibilidade reduzida a biocidas, podendo servir 
como controle de qualidade para a realização do teste. 
Nesse estudo, as amostras foram subcultivadas em meio sólidos. Brill e 
colaboradores (2006) reportaram a influência do meio de cultivo nos resultados 
dos testes de suspensão quantitativo para a avaliação da sensibilidade aos 
biocidas. Estes autores reportaram que os organismos cultivados em ágar 
sólido eram significativamente mais sensíveis aos biocidas que aqueles 
crescidos em meios líquidos (139). Estas diferenças foram mais pronunciadas 
com amostras de S. aureus (diferenças > 5 log entre o meio líquido e sólido) 
quando comparadas àquelas de P. aeruginosa (diferenças de 2,5 log). Além 
disso, realizamos o teste de suspensão, de acordo com a norma européia 
EN1040, sendo que células em suspensão são inativadas mais rapidamente 
quando entram em contato com o biocida que as células testadas em meio 
sólido ou superfície secas (teste de superficie). Concentrações que 
promoveram redução >5 log no teste de suspensão apresentaram menor 
atividade (redução de 2 a 4 log) no teste de superfície (140; 141). 
De acordo com os resultados obtidos neste estudo, as três marcas 
testadas de clorexidina demonstraram excelente atividade na concentração de 
2%, apresentado redução > 5 log na contagem das UFC/mL para todos os 
microrganismos avaliados. Diversos autores têm analisado o perfil de 
sensibilidade à clorexidina de patógenos resistentes a antibióticos (142-145) . 
Al-Masuadi e colaboradores relataram que tanto as cepas de MRSA como as 
de MSSA, foram sensíveis à clorexidina (146). Em contraste, outro estudo 
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reportou que amostras de MRSA exibiam aumento de 5 a 10 vezes na CIM de 
clorexidina, quando comparadas às amostras de MSSA (147). As amostras de 
S. aureus avaliadas nesse estudo apresentaram diferença no perfil de 
sensibilidade à clorexidina, sendo que a amostra A1721 foi inibida nas menores 
concentrações testadas. Por outro lado, as amostras MR108 e ATCC 6538 
apresentaram sensibilidade reduzida à clorexidina. A redução da sensibilidade 
à clorexidina da cepa de S. aureus ATCC 6538 era esperada, já que esta 
amostra apresenta sensibilidade reduzida à biocidas (www.atcc.org/) e é 
preconizada pela EN1040 para testar a eficiência desses agentes. Porém, este 
achado é interessante para a amostra MR108 e, talvez, possa ser uma das 
razões que justifique o aumento na freqüência do isolamento de MRSA 
SCCmec tipo IVc em hospitais brasileiros (Inoue, 2008 Dissertação de 
Mestrado). 
Aspectos genéticos bacterianos relacionados à resistência a antibióticos 
e tolerância a biocidas são bem conhecidos entre amostras de S. aureus (148). 
A diminuição da sensibilidade à clorexidina e a compostos quaternários de 
amônio têm sido relatadas como frequentes entre amostras de MRSA. A 
tolerância dessas amostras pode ser mediada pelos genes da família qac, os 
quais codificam canais protéicos transportadores próton-dependentes, 
envolvidos em sistemas de efluxo, que reduzem ativamente o acúmulo 
intracelular de substâncias tóxicas, como, por exemplo, a clorexidina e o cloreto 
de benzalcônio. De acordo com estudos recentes, a sensibilidade reduzida de 
S. aureus à clorexidina é associada aos genes qacA e qacB. Isolados MRSA 
carreadores desses genes apresentam CIM ≥4 µg/ml para clorexidina (149; 
150). Em nosso estudo, a pesquisa dos genes qac não foi realizada. 
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Entretanto, Noguchi e colaboradores demonstraram que um terço dos isolados 
MRSA com sensibilidade reduzida à clorexidina não possuiam estes genes, 
sugerindo que outros mecanismos podem contribuir para a redução da 
sensibilidade à clorexidina (151). 
As amostras de S. aureus MR108 e ATCC 6538 também não 
apresentaram redução > 5 log na contagem das UFC/mL na concentração de 
5,0% de cloreto de benzalcônio. Outros estudos também reportaram a redução 
da sensibilidade aos quaternários de amônio entre amostras de MRSA 
relacionadas também à presença do gene qacA (152) (153).  
Os resultados obtidos para a amostra de E. faecalis resistente à 
vancomicina apresentaram algumas diferenças em relação às amostras de S. 
aureus testadas. A amostra de E. faecalis não apresentou redução > 5 log 
UFC/mL nas três marcas testadas de clorexidina na concentração de 0,2% e 
tempo de contato de um minuto. De acordo com Fraise, espécies de 
Enterococcus são menos sensíveis à ação dos biocidas que amostras de 
Staphylococcus. (154).  
Quando realizamos o teste com o cloreto de benzalcônio na 
concentração de 5% contra a amostra de VRE, esse biocida apresentou melhor 
atividade que a clorexidina na concentração de 0,2%. Em um estudo conduzido 
por Anderson e colaboradores foi relatado que amostras de VRE são mais 
sensíveis aos quaternários de amônio que amostras de Enterococcus sensíveis 
à vancomicina - (155).  
Como mencionado anteriormente, diferentes antissépticos e 
desinfetantes apresentam atividade variada contra distintos tipos de 
microrganismos devido à diversidade das estruturas celulares, da composição 
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e da fisiologia bacteriana. Bactérias Gram negativas são mais resistentes a 
ação dos biocidas que organismos Gram positivos. Nesse estudo, foi possível 
constatar que o biocida triclosan não apresentou efeito microbiocida contra as 
amostras Gram negativas testadas. Por outro lado, na concentração de 0,5% (5 
mg/mL), o triclosan apresentou redução > 5 log na contagem das UFC/mL 
contra todas as amostras Gram positivas testadas, inclusive as cepas MRSA. A 
sensibilidade reduzida ao triclosan já foi reportada entre isolados clínicos de S. 
aureus. Entretanto, nesses estudos, a redução da sensibilidade ao triclosan 
não foi associada à resistência à meticilinaou a outros antibióticos (156; 157). 
O triclosan possui um mecanismo de ação específico, que bloqueia a 
síntese de ácidos graxos bacterianos. O gene fabI codifica uma proteína 
carreadora necessária para a síntese destes ácidos. Alterações neste gene 
podem levar à codificação de uma proteína alterada ou, até mesmo, a não 
produção desta. Heath e colaboradores (158; 159) demonstraram que 
mutações no gene fabI resultaram em sensibilidade reduzida ao triclosan. Este 
poderia ser o motivo pela falta de atividade do triclosan contra as bactérias 
Gram negativas. Além disso, outros mecanismos podem estar envolvidos na 
resistência ao triclosan como, por exemplo, o conteúdo lipídico da parede 
celular bacteriana e/ou a hiperexpressão dos sistemas de efluxo MexAB-OprM, 
MexCD-OprJ, MexJK e triABC (160), como descrito em amostras de P. 
aeruginosa. Portanto, a falta de atividade do triclosan contra o clone produtor 
de SPM-1, a amostra P10093 e a cepa ATCC 15442 não foi inesperada. 
P. aeruginosa é um importante patógeno, caracterizado por apresentar 
resistência intrínseca a múltiplos antimicrobianos (161). Essa resistência é 
fortemente associada à hiperexpressão dos sistemas de efluxo da família RND, 
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os quais podem ejetar uma ampla variedade de substratos, incluindo 
antibióticos, detergentes e solventes orgânicos. De acordo com nossos 
resultados, as diferentes amostras de P. aeruginosa testadas apresentaram 
redução > 5 log na contagem das UFC/mL na concentração de 2% de 
clorexidina e 1% de PVP-I. Recentemente, Riou e colaboradores (162) 
avaliaram 137 amostras de P. aeruginosa e concluíram que o PVP-I e a 
clorexidina estavam entre os agentes mais ativos, apresentando efeito 
microbiocida contras as amostras testadas nas concentrações de 1% e 0,04%, 
respectivamente. Além disso, os autores relataram que amostras com 
sensibilidade reduzida à clorexidina apresentavam maiores CIMs para 
antimicrobianos antipseudomonas, como a amicacina e a cefepima. É 
importante ressaltar que nesse trabalho os autores realizaram os testes de 
sensibilidade aos biocidas pelo método de microdiluição em caldo conforme 
preconizado pelo CLSI. Isso significa que a atividade dos biocidas não foi 
neutralizada após o tempo de contato, o que poderia justificar os valores mais 
baixos da CIM para clorexidina.  
Similarmente, o PVP-I foi um dos agentes testados que apresentaram 
maior atividade. Este agente foi capaz de inibir o crescimento de todas as 
amostras testadas independente do tempo de contato, da concentração testada 
e da marca utilizada. 
Os sistemas de efluxo não ejetam somente pequenas moléculas 
hidrofílicas, como antibióticos, mas também xenobióticos, tais como os 
compostos quaternários de amônio. Mutantes que hiperexpressam esses 
sistemas podem ser selecionados não somente pelos antimicrobianos 
utilizados no tratamento das doenças infecciosas, mas também por numerosos 
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agentes usados rotineiramente, dentro e fora do ambiente hospitalar, como por 
exemplo, o triclosan, presente na formulação de sabonetes e soluções 
desinfetantes (163). A associação entre a exposição crônica a concentrações 
subletais de biocidas in vitro e mudanças no perfil de sensibilidade bacteriana 
aos antimicrobianos têm sido demonstrados (164). Estudos recentes 
demonstram que as bombas de efluxo são responsáveis por ejetar distintos 
substratos e contribuem para a resistência intrínseca de bactérias Gram 
negativas. Essas bombas são codificadas pelo cromossomo bacteriano e 
podem ter sua expressão induzida por concentrações subletais de agentes 
antimicrobianos (165; 166).  
Tanto em instituições de assistência à saúde como no ambiente 
domiciliar, bactérias podem ser submetidas à maior pressão seletiva pelo uso 
de biocidas, criando condições favoráveis de crescimento para as amostras 
que apresentam algum grau de tolerância a esses compostos. Há diversos 
estudos in vitro demonstrando que o uso de antimicrobianos pode selecionar 
microrganismos com mecanismos de resistência mediados por bombas de 
efluxo (167; 168). Um exemplo é o caso da espécie P. aeruginosa, que é 
normalmente resistente ao triclosan. Essa resistência é conferida pela 
hiperexpressão dos sistemas de efluxo MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexJK e 
triABC, responsáveis também pela diminuição da sensibilidade aos 
antimicrobianos utilizados no tratamento de IRAS (169). Em outro estudo que 
avaliou o patógeno entérico E. coli O157, os autores relataram que a exposição 
aos compostos quaternários de amônio e bisfenóis foi capaz de produzir 
resistência cruzada, provavelmente adaptativa, a vários antimicrobianos, 
incluindo a tetraciclina, o cloranfenicol e a clorexidina (170). 
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Estes trabalhos corroboram com a hipótese de que amostras 
bacterianas com sensibilidade reduzida aos biocidas podem surgir na prática 
como consequência do uso desses agentes e, consequentemente, pode 
resultar no aparecimento de resistência cruzada aos antimicrobianos utilizados 
para tratamento de infecções humanas. 
No laboratório, é possível desenvolver mutantes com sensibilidade 
reduzida aos biocidas; porém, a tolerância dos microrganismos a esses 
compostos é algo a ser questionado. A perda de sensibilidade in vitro aos 
biocidas não se correlaciona com a falha do agente em questão, pois a 
concentração utilizada rotineiramente é muito maior que a CIM observada no 
teste in vitro. A perda de sensibilidade aos biocidas e os alvos que os 
antibióticos têm em comum com os biocidas são de grande importância e 
interesse clínico. Embora mecanismos de perda de sensibilidade aos biocidas 
têm sido observados em estudos laboratoriais, falta evidência de que esses 
mecanismos, intrínsecos ou adquiridos, resultem em falha do agente biocida. 
Como podemos observar nesse estudo, os principais biocidas utilizados nas 
instituições de assistência a saúde são ativos nas concentrações de uso. 
Porém, podemos observar também, que as amostras estudadas apresentam 
sensibilidade reduzida aos biocidas, pois houve crescimento bacteriano nas 
concentrações testadas. 
Nesse estudo, o PVP-I foi o único biocida a demonstrar efeito bactericida 
independentemente da marca comercial, da concentração e do tempo de 
exposição. Por outro lado, o crescimento bacteriano foi evidenciado quando as 
concentrações de 0,2% de clorexidina e 5% cloreto de benzalcônio foram 
testadas contra a maioria das amostras, sugerindo a redução da sensibilidade 
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destas amostras a estes biocidas. Porém, quando a concentração de uso (2%) 
de clorexidina foi testada, este composto apresentou redução > 5 Log na 
contagem das UFC/mL, indicando atividade bactericida contra todas amostras 
avaliadas. Em contraste, quando o cloreto de benzalcônio foi testado contra as 
amostras S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa e K. pneumoniae não houve 
redução significativa da contagem de colônias mesmo na concentração de uso 
(10%).  
O tempo de contato influenciou os resultados para o biocida clorexidina, 
pois a maioria das amostras que cresceram na concentração de 0,2% em um 
minuto de contato, foram inibidas nessa concentração após cinco minutos de 
contato (Tabela 5). Avaliando o desinfetante cloreto de benzalcônio, o tempo 
de contato influenciou o resultado das amostras de S. aureus ATCC 6538, P. 
qeruginosa ATCC 15442 e K. pneumoniae (Tabela 7). Não foram observadas 
influências nos diferentes tempos de contato para PVP-I e triclosan. As 
diferentes marcas de clorexidina demonstraram ligeira diferença em relação à 
atividade. A marca Rioquímica foi ativa na concentração de 0,2% em cinco 
minutos de contato para as amostras de S. aureus, ATCC 6538 e SCCmec tipo 
IV. 
Apesar deste estudo ter seguido as recomendações da EN1040 para um 
estudo de fase 1, ele poderia representar um estudo de fase 2, já que um 
número maior de amostras bacterianas foram avaliadas que aquele 
recomendado para um estudo de fase 1. Mesmo assim, seria interessante a 
realização de estudos de fase 3 para avaliar se a atividade antimicrobiana dos 
biocidas seria mantida após a diluição dos mesmos na concentração de uso e 
a sua utilização em superfície e outros materiais. Desta maneira poderíamos 
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avaliar se a redução da sensibilidade aos biocidas encontrada entre as 
amostras bacterianas avaliadas neste estudo seria significativa do ponto de 
vista epidemiológico. 
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6 CONCLUSÕES 
1. A avaliação da atividade antibacteriana dos biocidas foi realizada com 
sucesso pelo teste de diluição-neutralização, de acordo com as 
recomendações da EN1040. 
 
2. O PVP-I foi o único agente antisséptico a exibir efeito microbiocida 
contra todas as amostras avaliadas independente da marca, do tempo 
de contato e concentrações testadas. 
 
3. A clorexidina e o PVP-I nas concentrações de uso, 2% e 1% 
respectivamente, foram os agentes biocidas mais ativos, apresentando 
efeito microbiocida contra todos os isolados bacterianos, independente 
do tempo de contato e marca avaliada. 
 
4. As amostras de P. aeruginosa P1088, de E. faecalis e de S. aureus, 
MR108 SCCmec tipo IVc e da ATCC 6538, apresentaram sensibilidade 
reduzida à clorexidina na concentração de 0,2% de todas as marcas 
testadas. Porém, a marca Rioquímica® apresentou efeito microbiocida 
contra as amostras de S. aureus. 
 
 
5. O Cloreto de benzalcônio não apresentou efeito microbiocida na 
concentração de 5% contra as amostras de P. aeruginosa, ATCC 
15442 e P10093, de A. baumannii, de K. pneumoniae e as amostras de 
S. aureus, ATCC 6538 e MR108. 
 
6. O triclosan não apresentou efeito microbiocida contra as amostras de A. 
baumannii e K. pneumoniae, embora na concentração de 0,2% tenha 
sido ativo contra a maioria das amostras Gram positivas, exceto contra 
a amostra de E. faecalis avaliada. 
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7. As cepas de referência utilizadas, S. aureus ATCC 6538 e P. aeruginosa 
ATCC 15442 não foram mais tolerantes aos biocidas que as amostras 
clínicas avaliadas. 
 
8. A amostra P. aeruginosa P1088 produtora de SPM apresentou 
sensibilidade reduzida a todas as marcas de clorexidina na 
concentração de 0,2%, inclusive após ter sido exposta a este biocida 
por cinco minutos.  
9. A correlação entre resistência a antibióticos e a sensibilidade reduzida 
aos biocidas ainda gera muitas dúvidas e pode ser mediada por 
diversos mecanismos. Outros estudos são necessários para determinar 
a relação entre tolerância à biocidas, resistência a antibióticos e a 
importância epidemiológica dos nossos achados. 
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7 ANEXOS 
Anexo 1. Método de diluição-neutralização. 
 
Tempo de 
neutralização
5 min
Suspensão teste (N)
Suspensão de validação(Nv)
Netralizador
Diluente
Solução do produto teste
Não realizado
Água
Mistura
Incubação:
36o C ou 37o C
24h + 24h
Após tempo de 
contato com 
biocida
Premix, 2 min 
de contato
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Anexo 2. Validação do teste. 
Suspensão teste (N)
Suspensão de validação(Nv)
Netralizador
Diluente
Solução do produto teste
Não realizado
Água
Mistura
Após tempo de 
contato com 
biocida
Premix, 2 min 
de contato
Tempo de 
neutralização
5 min
Neutralização
5 min
ApósApós tempo 
de contato 
com biocida
Após 
30 min
Método de validação (C)
Controle do neutralizador (B)
Controle condição experimental (A)
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8 GLOSSÁRIO 
Agente antibacteriano. Moléculas, geralmente de origem sintética ou semi-
sintética, as quais acima de determinadas concentrações apresentam efeitos 
adversos sobre o crescimento de bactérias. 
Agente antimicrobiano. Moléculas, geralmente de origem sintética ou semi-
sintética, as quais acima de determinadas concentrações apresentam efeitos 
sobre o crescimento de microrganismos, que pode incluir bactérias, leveduras, 
bolores, vírus e protozoários. 
Antibióticos. Moléculas de origem biológica utilizadas no tratamento in vivo de 
infecções. 
Antissépticos. Formulações contendo agente germicida, microbiocida ou 
bactericida e é seguro para aplicação em organismos vivos. 
Bactericida. Agente antibacteriano que em determinada concentração é capaz 
de matar bactérias vegetativas em um tempo de exposição específico. 
Bacteriostático. Agente antibacteriano que em determinada concentração 
previne o crescimento de certos grupos de bactérias. 
Biocidas. Moléculas, geralmente de origem sintética ou semi-sintética, as quais 
acima de determinadas concentrações, sob condições definidas, destroem 
células em um tempo de exposição específico. 
Desinfetantes/sanitizantes. Formulações contendo agente germicida, 
microbiocida ou bactericida sendo seguro para aplicação em superfícies inertes 
e destruir microrganismos patogênicos (não inclui esporos bacterianos ou de 
fungos) em tempos de contato específicos.  
Esporicida. Certos agentes antimicrobianos que em determinadas 
concentrações são capazes de matar endosporos bacterianos e exosporos 
fúngicos em um tempo de contato específico. 
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Esterilizantes. Certos biocidas que em determinadas concentrações são 
capazes de esterilizar um objeto ou uma superfície em tempo de contato 
específico. 
Fenótipo de resistência. Expressão de uma característica que pode ser 
visualizada por meio do crescimento no ambiente, reflete a expressão de um 
gene de resistência. 
Germicidas. Agentes antimicrobianos que em determinadas concentrações são 
capazes de matar microrganismos patogênicos em tempos de contato 
específicos. Podem ser aplicados em superfícies inanimadas ou vivas. 
Microbiocidas. Agentes antimicrobianos que em determinadas concentrações 
são capazes de matar microrganismos patogênicos (incluindo bactérias, 
fungos, vírus e protozoários) em tempos de contato específicos. 
Microbiostáticos. Agentes antimicrobianos que em determinadas concentrações 
são capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogênicos. 
Preservativo. Um produto bacteriostático ou bactericida formulado com objetivo 
de matar e prevenir o crescimento de microrganismos. O preservativo mantem 
a superficie limpa e segura para uso por um determinado tempo. 
Resistência genotípica. Uma mudança no genoma, cromossomo ou um 
plasmídeo, que causa fenótipo de resistência. 
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Abstract 
Purpose. The aim of this study was to evaluate the microbiocidal effect of distinct 
concentrations of chlorhexidine gluconate, triclosan, PVP-I and benzalkonium 
chloride, against multidrug-resistant bacterial clones spread out in the Brazilian 
territory. Methods. The microbiocidal effect of chlorhexidine gluconate, triclosan, 
PVP-I and benzalkonium chloride was evaluated against two Staphylococcus 
aureus (MRSA - SCCmec types III and IVc); one vancomycin-resistant 
Enterococcus faecalis (VRE; vanA); one SPM-1-producing Pseudomonas 
aeruginosa isolate; one carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii and IMP-1-
producing Klebsiella pneumoniae. Tests were carried out according to European 
Standard EN1040 - Quantitative Suspension Test. Neutralizer was prepared 
according the EN1040. Biocides were inactivated after one minute and five minutes 
of contact. S. aureus ATCC 6538 and P. aeruginosa ATCC 15442 were tested as 
quality control strains. The genetic relatedness of the isolates that showed reduced 
susceptibility to biocides was confirmed by Pulsed-Field Gel Electrophoresis. 
Results. Chlorhexidine gluconate and PVP-I showed ≥ 5 log reduction in the 
number of CFU/mL. Benzalkonium chloride did not demonstrate microbiocidal 
effect in the 5% concentration against S. aureus ATCC 6538, S. aureus Sccmec 
type IVc, A. baumannii, K. pneumoniae and P. aeruginosa P10093 and ATCC 
15442. The 10% concentration of benzalkonium chloride showed microbiocidal 
effect against all isolates, except S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa P10093 and 
K. pneumoniae. Triclosan was active agaist Gram positive isolates, except E. 
faecalis in the 0,2% concentration, however did not showed activity to P. 
aeruginosa, A. baumanii and K. pneumoniae. Conclusion. PVP-I and 
chlorhexidine gluconate were the most active agents tested and kept activity 
against multidrug resistant clones. In contrast, Triclosan had poor ME against 
Gram-negative clinical isolates. The correlation between antibiotic and biocide 
resistance is still unclear and could be mediated by several mechanisms. More 
studies are necessary to determine the epidemiological importance of our findings. 
